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งานวิจยันีไ้ดน้  าสารสองชนิดมาผสมกนัเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการรกัษาบาดแผล ผลการ

การศึกษาพบว่าสารละลายผสมระหว่างเควอเซทินและเคอรค์มูินอยดท์ี่ความเขม้ขน้  250 µg/mL มีฤทธิ์

ตา้น Staphylococus aureus DMST 8013 และ Pseudomonas  aeruginosa DMST 15501 ในขณะที่
สารเด่ียวไม่มีฤทธิ์ เม่ือท าการทดสอบฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระดีพีพีเอช (DPPH•) และเอบีทีเอส (ABTS•+) 
พบว่าทั้งสองวิธีเควอเซทินมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้สูงสุดการใช้สารผสมจึงควรใช้เควอเซทินใน
อตัราส่วนที่มากกว่า ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ HDFb ดว้ยวิธี MTT assay และทดสอบการ
เคลื่อนที่ของเซลล ์(Scratch assay) พบว่าที่ความเขม้ขน้ 12.5 µg/mL และ 7.5 µg/mL ของเควอเซทิน 
และเคอร์คูมินอยด์ ตามล าดับไม่เป็นพิษต่อเซลล์ และค่าร้อยละการเคลื่อนที่ ของเซลล์พบว่า
สารละลายเควอเซทิน 7.5 µg/mL มีค่ามากที่สุด จึงสรุปไดว่้าสารผสมเควอเซทินและเคอรค์ูมินอยด์ที่
อตัราสว่น 3:1 มีความเหมาะสมเพื่อใหมี้ฤทธิ์ตา้นแบคทีเรีย ฤทธิ์ตา้นอนุมลูอิสระ ช่วยในการเคลื่อนที่ชิด
กันและไม่เป็นพิษต่อเซลล์ จากนั้นเตรียมต ารบันาโนเจลระบบโซลิดลิพิดนาโนพารต์ิเคิลที่มีสารผสม
ของเควอเซทิน 30 µg/mL และเคอรค์ูมินอยด์ 10 µg/mL พัฒนาและตรวจสอบความถูกต้องของวิธี
วิ เค ราะห์ด้วย  HPLC-UV คอลัมน์  C-18 (250 mm × 4.6 mm I.D.:5 µm) ที่ ใช้ เฟ ส เคลื่ อนที่ คื อ 
acetonitrile:0.1 % phosphoric acid (4:6) อณุหภมูิ 35°C อตัราการไหล 1.3 มิลลิลิตรต่อนาที 20 µL ที่
ความยาวคลื่น 390 nm ซึ่งวิธีวิเคราะห์พีคของนาโนเจลสามารถแยกออกจากสารผสมได้ชัดเจน  มี
ถกูตอ้งและแม่นย าสอดคลอ้งกบัแนวทาง ICH guideline 2005 และ AOAC guideline 2002 
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In this work, quercetin and curcuminoids were combined to synergistically 

enhance the wound healing effect. The results showed that the mixture of quercetin and 
curcuminoid mixture  was at 250 µg/mL showed antibacterial activity against Staphylococus 
aureus DMST 8013 and Pseudomonas aeruginosa DMST 15501, while a single substance did 
not demonstrate any activity against it. The antioxidant activities of DPPH• and ABTS•+ 
showed that the maximum activity was achieved with a higher ratio of quercetin. The 
cytotoxicity test on the HDFb cells lined by the MTT assay showed no cytotoxicity at 12.5 
µg/mL and 7.5 µg/mL of quercetin and curcuminoid solutions, respectively. The highest 
wound closure percentage was 7.5 µg/mL of quercetin solution. The optimal ratio of quercetin 
and curcuminoids was 3:1 to obtain antibacterial, antioxidant, and wound closure. Then, the 
nanogel with solid-lipid nanoparticle at 30 µg/mL quercetin and 10 µg/mL curcuminoids was 
formulated.  The method development and validation was achieved by HPLC-UV with C-18 
column particle size 5 µm, 150 mm x 4.6 mm, i.d.), using acetonitrile: 0.1% phosphoric acid (4 
: 6) as mobile phase, 35°C temp, 1.3 ml/min flow rate, injection  volume was 20 µL, and a 390 
nm detector.  All peaks of nanogel were well separated from quercetin and curcuminoids. The 
developed method was sensitive, specific, accurate, and precisely corresponded with the ICH 
Guidelines of 2005 and the AOAC Guidelines of 2002. 
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BDMC  =  bisdemethoxycurcumin  
Conc.  =  ความเขม้ขน้  
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g/mL  =  กรมัต่อมิลลิลิตร 
hr.  = ชั่วโมง 
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บทที ่1 
บทน า 

 
1. ทีม่าและความส าคัญของปัญหา   

บาดแผล (wound) คือ สภาวะที่ร่างกายไดร้บับาดเจ็บจนเกิดความเสียหายมีการฉีกขาด
ของผิวหนังและเนือ้เยื่อ โดยปกติแลว้เมื่อไดร้บับาดแผลร่างกายจะมีกระบวนการบ าบดัรกัษาเอง
ตามธรรมชาติ แต่จะใชร้ะยะเวลานานเนื่องจากมีความซบัซอ้นของปฏิกิริยาเคมีที่เกิดขึน้ภายใน
เชลล์  การหายของแผลนั้นสามารถแบ่งได้เป็น  3 ระยะหลัก ๆ คือ ระยะที่  1 ระยะอักเสบ 
(inflammatory phase) ระยะที่  2 ระยะเพิ่ มจ านวน (proliferative phase)  ระยะที่  3 ระยะ
ปรบัเปลี่ยนใหม่ (remodeling phase) ซึ่งระยะที่มีความส าคัญต่อการหายของแผลมากที่สุดคือ 
ระยะอกัเสบ  ถา้ระยะนีก้ินเวลานานจากการติดเชื ้อหรือปฏิกิริยาภายในเชลลเ์กิดความล่าชา้การ
หายของแผลก็จะชา้ตามไปดว้ย  จากผลการวิจัยสารเคมีจากสมุนไพรที่มีส่วนช่วยในการรกัษา
บาดแผลไดแ้ก่ asiaticoside, curcumin, chlorogenic acid, quercetin และ gallic acid  พบว่า
มีประสิทธิภาพในการรกัษาบาดแผลดงั ตาราง 1(Rajkumar, Nadar, & Selvakumar, 2018) 
 
ตาราง 1 แสดงประสิทธิภาพของสารเคมีจากสมนุไพรท่ีมีการทดสอบฤทธิ์ช่วยในการรกัษา
บาดแผล 
 

Class Compounds Phase 1 Phase 2 Phase 2,3 Phase 3 
A B C D E F G H 

asiaticoside /   /   /  
curcumin / / / /  / /  
chlorogenic acid  / /  /   /  
quercetin / /   / / / / 
gallic acid / / /      

**A=antioxidation, B=anti-inflammatory, C= infection prevention, D=angiogenesis 
induction, E=antifibrotic agent, F=increasing fibroblast, G=increasing collagen,  
H= wound closure 
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จากตาราง 1 พบว่าสารเคมีจากสมุนไพรที่มีส่วนช่วยในการรกัษาบาดแผลที่มีความ
น่าสนใจ คือ curcumin (เคอรค์ูมิน) และ quercetin (เควอเซทิน) เพราะถา้น าสารทัง้สองชนิดมา
รวมกันจะให้ประสิทธิภาพในการรักษาบาดแผลครบทั้ง 3 ระยะ (Phase 1, 2, 3) และมีฤทธิ์

ค ร อ บ ค ลุ ม ทั้ ง  A=antioxidation, B=anti-inflammatory, C= infection prevention, 
D=angiogenesis induction, E=antifibrotic agent, F=increasing fibroblast, G=increasing 
collagen, และ H=wound closure ดังนั้นผู้วิจัยจึงเห็นว่าการน าสารทั้งสองชนิดนี ้มาตั้งต ารับ
น่าจะให้ผลในการรกัษาบาดแผลได้ดี ซึ่งจะต้องศึกษาเพิ่มเติมว่าสารผสมระหว่าง quercetin     
(เควอเซทิน) และ curcuminoids (เคอรค์มูินอยด)์ มีฤทธิ์ตา้นแบคทีเรีย  ฤทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระ ฤทธิ์

สมานแผลในเซลลผ์ิวหนงัและมีความเป็นพิษหรือไม่ เพื่อก าหนดความเขม้ขน้ที่เหมาะสมในต ารบั 
ในการควบคุมคุณภาพของต ารบัจะต้องพัฒนาวิธีวิเคราะห์ต ารบัสารผสมระหว่าง quercetin    
และ  curcuminoids (bisdemethoxycurcumin (BDMC) , demethoxycurcumin (DMC) และ 
curcumin ดว้ยเทคนิค High-performance liquid chromatography (HPLC) 

 
2. วัตถุประสงคก์ารวิจัย 

2.1 เพื่ อศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย  Staphylococcus aureus และ Pseudomonas 
aeruginosa และฤทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระ ของสารผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids 

2.2 เพื่อศึกษาฤทธิ์สมานแผลในเซลล์ผิวหนังของสารผสมระหว่าง quercetin และ 
curcuminoids 

2.3 เพื่อศกึษาความเป็นพิษของสารผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids 
2.4 เพื่อพฒันาวิธีวิเคราะหส์ารผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids ในต ารบั 

 
3. ประโยชนท์ีค่าดว่าจะได้รับจากการวิจัย 

เพื่อให้ไดข้อ้มูลของฤทธิ์ตา้นเชือ้แบคทีเรีย ฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระ ฤทธิ์สมานแผล และ
ความเป็นพิษของสารผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids เพื่อใชก้ าหนดความเขม้ขน้ของ
สารผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids ในต ารับ และสามารถน าการพัฒนาและ
ตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะหไ์ปใชใ้นการควบคมุคณุภาพผลิตภณัฑ์ที่มี quercetin และ 
curcuminoids เป็นองคป์ระกอบ 
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4. ขอบเขตการวิจัย 

ศึกษาฤทธิ์ตา้นแบคทีเรีย 2 ชนิด ไดแ้ก่ S. aureus และ P. aeruginosa ฤทธิ์ตา้นอนุมูล
อิสระในหลอดทดลองดว้ยวิธี DPPH และ ABTS และฤทธิ์สมานแผลในเซลลด์ว้ยการ Scratch 
assay รวมไปถึงทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล ์human dermal fibroblast (HDFb) ดว้ยวิธี MTT 
assay ของสาร  quercetin และ curcuminoids และพัฒ นาวิ ธีวิ เคราะห์สารผสมระหว่าง 
quercetin และ curcuminoids ดว้ยเทคนิค HPLC 

ปัจจยัและตวัแปรที่ศกึษา 
ตวัแปรตน้  

ความเขม้ขน้ของสารผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids 
อตัราสว่นของสารผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids 

ตวัแปรตาม   
ผลยบัยัง้การเจรญิของแบคทีเรีย S. aureus และ P. aeruginosa ในอาหารเลีย้ง

เชือ้ 
ผลตา้นอนมุลูอิสระในหลอดทดลอง 
ฤทธิ์กระตุน้การเคลื่อนที่เชื่อมติดกนัของเซลลเ์พาะเลีย้ง HDFb 
ความเป็นพิษและการเจรญิที่มีต่อเซลล ์HDFb 

 
5. นิยามศัพทเ์ฉพาะ 

ต ารบัสารผสม คือ สารที่ประกอบดว้ย quercetin และ curcuminoids ที่ผสมกนัอยู่ในตวั
ท าละลายและมองเห็นเป็นเนือ้เดียวกนัไม่แยกชัน้ 

ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ คือ ความสามารถของ quercetin, curcuminoids และ
ต ารบัสารผสมที่ความเขม้ขน้ที่มีความสามารถในการตา้นอนมุลูอิสระได ้50 % ขึน้ไป 

ความเป็นพิษต่อเซลล  ์คือ ความเขม้ขน้ของ quercetin, curcuminoids และต ารบัสาร
ผสมที่มรีอ้ยละการรอดชีวิตของเซลล ์(% cell viability) นอ้ยกว่า 80 %  

ฤทธิ์ในการสมานแผล คือ ความสามารถของสารละลาย quercetin และ curcuminoids 
ที่มีผลยับยั้งการเจริญของ S. aureus และ P. aeruginosa ในอาหารเลีย้งเชือ้ และมีฤทธิ์ต้าน
อนมุลูอิสระ ใชร้ะยะเวลานอ้ยในการหายของแผลจากการเคลื่อนที่เชื่อมติดกนัของเซลลเ์พาะเลีย้ง 
(HDFb) และไม่เป็นพิษต่อเซลล ์(HDFb) 
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6. กรอบแนวคิดในการวิจัย  
 

 

 

  

 

 

 

 

 
7. สมมติฐาน 

3.1 สารผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids มีฤทธิ์ในการต้านแบคทีเรีย S. 
aureus และ P. aeruginosa และฤทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระในหลอดทดลอง  

3.2 สารผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids มีฤทธิ์สมานแผลไดดี้กว่าสารเดี่ยว 
3.3 สารผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids มคีวามเป็นพิษต ่ากว่าสารเด่ียว 
3.4 วิธีวิเคราะหส์ารผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids มีความถกูตอ้ง แม่นย า

ตามขอ้ก าหนด ของ AOAC guideline 2002 และ ICH guideline 2005 
 
 
 

- ฤทธิ์ยบัยัง้การเจรญิของแบคทีเรีย S. aureus 
และ P. aeruginosa ในอาหารเลีย้งเชือ้ 
- ฤทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระในหลอดทดลอง 
- ฤทธิ์กระตุน้การเคลื่อนที่เชื่อมติดกนัของเซลล์
เพาะเลีย้ง HDFb 
- ฤทธิ์ทดสอบความเป็นพิษและการเจรญิที่มีต่อ
เซลล ์HDFb 
 
 
 

สภาวะการวิเคราะหด์ว้ยเทคนิค 
HPLC 

- ความเขม้ขน้ของสาร quercetin 
และ curcuminoids  
- อตัราสว่นของสารผสม quercetin 
และ curcuminoids 

Method validation parameters 
 



 

บทที ่2  
เอกสารและงานวิจัยทีเ่ก่ียวข้อง 

 
ในการวิจัยครัง้นี ้ผู ้วิจัยได้ศึกษาเอกสารและงานวิจัยที่ เก่ียวข้อง และได้น าเสนอตาม

หวัขอ้ต่อไปนี ้
1. กระบวนการหายของแผล 
2. ปัจจยัที่สง่ผลต่อการหายของแผล 
3. สารเคมีจากสมนุไพรที่มีการทดสอบว่าช่วยซ่อมแซมบาดแผล 
4. เทคนิคการประเมินฤทธิ์การสมานแผล 
5. งานวิจยัที่เก่ียวขอ้งกบัการรกัษาบาดแผล 

 
1. กระบวนการหายของแผล 

กระบวนการหายของแผลมีความซับซ้อนและเกิดขึน้เป็นขั้นเป็นตอนจากปฏิกิริยาเคมี
ภายในเซลลโ์ดยแบ่งออกเป็น 3 ระยะ และบางระยะมีการซอ้นทับกันจนไม่สามารถแยกออกได้
อย่างชัดเจนเมื่อพิจารณาแบ่งระยะการหายของแผลสามารถแบ่งได้ดังนีร้ะยะแรกคือ ระยะการ
อักเสบ (inflammatory phase) เป็นระยะที่มีกระบวนการให้เลือดหยุดไหลและก าจัดเชื ้อโรค
รวมทั้งขจัดเนื ้อเยื่อที่ตาย ระยะที่สองคือ ระยะเพิ่มจ านวน (proliferative phase) ส่วนระยะ
สุดท้ายที่ใช้ระยะเวลานานสุดคือ ระยะปรบัเปลี่ยนใหม่ (remodeling phase) เพื่อใหเ้นือ้เยื่อมี
ความแข็งแรง  รายละเอียดของแต่ละระยะมีกระบวนการต่าง ๆ เกิดขึน้ดงันี ้ 

1.1 ระยะการอักเสบ (inflammatory phase) 
จะเกิดขึน้วนัที่ 0–3 โดยประมาณ  ซึ่งเป็นกระบวนการแรกที่เกิดขึน้ทันทีเมื่อร่างกาย

ได้รับบาดแผลคือร่างกายจะพยายามห้ามเลือด (hemostasis) โดย fibrillary collagen และ 
tissue factor กระตุน้ใหเ้กิดกระบวนการที่เรียกว่า clotting cascade ซึ่งประกอบไปดว้ย หลอด
เลือด เกล็ดเลือด การสรา้งลิ่มเลือด ที่ท างานประสานกนัเมื่อไดร้บับาดแผลหลอดเลือดจะหลั่งสาร 
prostacyclin (PGI2), von Willebrand factor (vWF), tissue plasminogen activator (t-PA) ท า
ใหเ้กิดการหดตัวและกระตุน้ให้เกิดการเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือดโดยเกล็ดเลือดจะหลั่ง growth 
factors เช่ น   platelet-derived growth factor (PDGF)  แ ล ะ  transforming growth factor P 
(TGF-p) เกิดเป็นลิ่มเลือดโดยเปลี่ยนไฟบริโนเจน (fibrinogen) ใหเ้ป็นไฟบริน (fibrin) กลายเป็น
รา่งแหเกิดการหา้มเลือดขึน้ในขณะเดียวกนันีก้ระบวนการซ่อมเนือ้เยื่อก็ท างานพรอ้มกนั  ต่อมาก็
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จะเป็นหนา้ที่ของ inflammatory cells ซึ่งเป็นตวัที่ท าใหเ้กิดอาการ ปวด บวม แดง รอ้น จากการที่
หลอดเลือดขยายตวั (vasodilation)  เชลลเ์ม็ดเลือดขาวจึงเริ่มท างานดงันี ้

1.1.1 neutrophils เกิดขึน้ในวนัที่ 2 จะท าหนา้ที่ก าจดัเนือ้ตายโดยย่อย 
extracellular matrix (ECM) ดว้ยกระบวนการ phagocytosis เพื่อปอ้งกนัไม่ใหแ้ผลเกิดการติด
เชือ้ 

1.1.2 macrophages จะเกิดขึน้หลงัเกิดแผล 48-72 ชั่วโมงโดย monocyte 
chemoattractant protein 1 กระตุน้ให ้monocytes เปลี่ยนเป็น macrophages ท าหนา้ที่ในการ
ก าจดัเนือ้ตายและแบคทีเรียในแผล กระตุน้ใหม้ีการสรา้ง ECM ทัง้กระตุน้การสรา้ง fibroblast 
และการสรา้งหลอดเลือดใหม่ (angiogenesis) ซึ่งถือเป็นสว่นที่ส  าคญัมากต่อการหายของแผล   

1.1.3 lymphocytes ชนิด T-lymphocytes มีหนา้ที่สรา้งแอนติบอดี (antibody) 
เสรมิภมูิคุม้กนัใหก้บัเซลลม์ีสว่นส าคญัในการสง่ผลต่อการหายของแผลในขัน้ตอนถดัไป 

1.1.4 mast cell เป็นสว่นที่ท าหนา้ที่ก าจดัเนือ้เยื่อที่ตายแลว้ ประกอบไปดว้ยสาร
หลายชนิด เช่น ฮีสตามีน (histamine), tumor necrosis factor (TNF), prostaglandins และ 
protease ในเชลลท์ี่ไดร้บับาดเจ็บจะมีปรมิาณของ mast cell เพิ่มขึน้ 4 เท่า 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 1 แสดงระยะที่มีเลือดออกและการอกัเสบ 
 

ที่มา: (สมุิตรา พงษศิ์ริ, 2561) 



  7 

 
1.2 ระยะเพ่ิมจ านวน (proliferative phase) 

ระยะนีจ้ะเกิดขึน้ในวนัที่ 4-21 แต่ถา้นับจริง ๆ แลว้กระบวนการนีม้ีบางส่วนเริ่มเกิด
ตั้งแต่ได้รับบาดแผลซึ่ งเกิดซ้อนทับกับระยะแรกโดยการเกิด  re-epithelialization ซึ่ง เป็น
กระบวนการที่บรเิวณขอบแผลมีการแยกตวัของ keratinocytes เพื่อเคลื่อนตวัออกมาปิดบาดแผล
โดยจะเริ่มมีการสะสมของไฟโบรบลาสต ์(fibroblast) เอนโดทีเลียม (endothelium) และมาโคร
ฟาจ (macrophages) ซึ่งเซลล์เหล่านี ้จะสรา้ง ECM และหลอดเลือดใหม่ โดยจะสรา้งไปจน
ปริมาณ collagen matrix เพิ่มจ านวนจนเต็มบาดแผล กระบวนการต่าง ๆ จะหยุดลงโดยระยะนี ้
ECM ( fibronectin vitronectin type I collagen)  จ ะ ม า แ ท น ที่  fibrin matrix ก ล า ย เ ป็ น 
granulation tissue  เป็นเนื ้อเยื่อใหม่ที่ เกิดขึน้หลังจากเกิดการตายของเซลล์ก่อนหน้านี ้  จะมี
ลกัษณะเป็นตุ่มสีแดงเกิดขึน้ในแผลที่ใกลจ้ะหายซึ่งขณะเกิดเซลลน์ีจ้ะเกิดซอ้นทับกับการอกัเสบ
ดังนั้นถ้าการอักเสบไม่หยุดลง granulation tissue ก็จะถูกกระบวนการอักเสบก าจัดไปดว้ยและ
การท าลายจะค่อย ๆ ลดลงตามระยะอกัเสบจนกระบวนการอักเสบสิน้สดุลง และมีการสรา้งมาก
ขึน้จนเห็นลักษณะเป็นตุ่มเนื ้อแดงที่ แผลเพื่ออุดช่องว่างหรือโพรงของแผล และเข้าสู่ระยะ
ปรบัเปลี่ยนใหม่ (remodeling phase) 

 
 

 
 

 

 

 

 

  

 

ภาพประกอบ 2 แสดงระยะเพิ่มจ านวนดว้ยการสรา้งเนือ้เยื่อเสน้ใยและมีการงอกขยายของเนือ้เยื่อ 
 
ที่มา: (สมุิตรา พงษศิ์ริ, 2561) 
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1.3 ระยะปรับเปล่ียนใหม่ (remodeling phase) 

เป็นระยะที่นานที่สดุระยะนีจ้ะเริ่มตน้ประมาณวนัที่ 21 ของการเกิดแผลยาวนานไป
เป็นระยะเวลา 1 ปี โดยระยะนีเ้ริ่มขึน้ตัง้แต่แผลถูกเติมเต็มดว้ย granulation tissue และขอบแผล
เกิด re-epithelialization แลว้กระบวนการนีจ้ะเป็นกระบวนการที่ท าใหบ้าดแผลมีความแข็งแรง
มากขึน้ประกอบไปดว้ย 

1.3.1 การหดของแผล (wound contraction) โดย fibroblast จะรวมตวักบั 
intracellular actin microfilament เกิดเป็น myofibroblast ท าใหเ้กิดการหดของแผล  

1.3.2 เกิดการปรบัเปลี่ยนคอลลาเจน (collagen remodeling) จะค่อยๆ เกิดขึน้
อย่างชา้ ๆ ซึ่งเกิดจากการที่ type III collagen มีการปรบัเปลี่ยนใหม่โดยถกูแทนที่ดว้ย type I 
collagen ซึ่งมีความแข็งแรงมากกว่า เอนไซมท์ี่ส  าคญัส าหรบักระบวนการนีคื้อ matrix 
metalloproteinases (MMP) ซึ่งหลั่งมาจาก macrophages, fibroblasts และ endothelial cells 
ในสปัดาห ์3 แผลจะค่อยแข็งแรงมากขึน้เป็นรอ้ยละ 20 และแข็งแรงขึน้สงูสดุเพียงรอ้ยละ 70-80 
ระยะการหายของแผลเวลาสิน้สดุโดยใชร้ะยะเวลาทัง้สิน้ 1 ปี (วนัเฉลิม จงสิรวิฒันา, 2561) 

 

 
 

ภาพประกอบ 3 แสดงระยะปรบัเปลี่ยนใหม่เพื่อท าใหบ้าดแผลมีความแข็งแรงมากขึน้ 
  
ที่มา: (สมุิตรา พงษศิ์ริ, 2561) 
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2. ปัจจัยทีส่่งผลต่อการหายของแผล 

กระบวนการหายของแผลนั้นขึน้อยู่กับปัจจัยหลายอย่างซึ่งปัจจัยที่มีผลท าใหก้ารหาย
ของแผลเกิดความล่าชา้ไดแ้ก่ โรคประจ าตวั อาย ุและปัจจยัทางดา้นโภชนาการภาวะโภชนาการที่
เหมาะสมเป็นสิ่งส าคญัส าหรบัการรกัษาบาดแผล เพราะกระบวนการทางชีววิทยาหลายอย่างใน
เชลลผ์ิวหนังตอ้งการสารอาหารส าหรบัการบ ารุงรกัษาการซ่อมแซมและช่วยในการท างานของ
ปฏิกิรยิาเคมีที่เกิดขึน้ภายในเชลล ์สารอาหารหลกัที่ช่วยในการซอ้มแซมบาดแผลประกอบดว้ย 

2.1 โปรตีนและกรดอะมิโน (protein and amino acids) 
เป็นสารอาหารที่มีความส าคญัในการรกัษาบาดแผลเพราะโปรตีนเป็นส่วนประกอบ

ส าคัญส าหรับเนื ้อเยื่อในการเจริญเติบโตและการซ่อมแซมเซลล์เมื่อได้รับบาดเจ็บโดยเป็น
สว่นประกอบส าคญัของเม็ดเลือดแดงที่จะน าออกชิเจนเขา้ไปภายในเนือ้เยื่อของบาดแผลและมีผล
ต่อหลายขั้นตอนของการรักษาแผลดังนี ้  กลไกการห้ามเลือด (hemostasis) การอักเสบ 
(inflammation) การสรา้งเนือ้เยื่อแกรนูเลชัน (granulation tissue formation) การขยายตัวของ
เซลล ์การปรบัโครงสรา้งของเนือ้เยื่อ และการสรา้งดีเอ็นเอและอารเ์อ็นเอของคอลลาเจนอิลาสติก 
ดงันัน้ถา้ร่างกายขาดโปรตีนจะท าใหก้ารสงัเคราะหค์อลลาเจนลดลง ความแข็งแรงของบาดแผล
ลดลง การตอบสนองทางภูมิคุม้กนัเสียไปการจบักินของเม็ดเลือดขาวเสื่อมลงท าใหเ้กิดการติดเชือ้
ของแผลไดง้่ายซึ่งสง่ผลใหร้ะยะเวลาในการหายของแผลนานขึน้อีกดว้ย 

2.2 คารโ์บไฮเดรต (carbohydrates) 
เป็นแหล่งพลงังานหลกัในกิจกรรมการเผาพลาญอาหารที่ช่วยในการขยายตวัของไฟ

โบรบลาสท ์(fibroblast) และเป็นแหลง่พลงังานของเชลลเ์ม็ดเลือดขาวไฟโบรบลาสต ์ 
2.3 ไขมันและกรดไขมันจ าเป็น (lipids and essential fatty acids)  

เป็นแหล่งพลงังานในการสรา้งเนือ้เยื่อผิวหนัง มีความส าคัญส าหรบัการสงัเคราะห์
เยื่อหุม้เซลล ์(phospholipids epidermal) ปฏิกิริยาการอกัเสบและการสงัเคราะหเ์มทริกซภ์ายใน
เซลล ์

2.4 วิตามินและแร่ธาตุ (vitamins and mineral) 
วิตามินเอมีความส าคัญต่อการซ่อมแซมบาดแผลในระยะอักเสบซึ่งโดยปกติจะใช้

เวลานานในแผลเรื ้อรังโดยวิตามินเอจะไปยับยั้งกระบวนการสร้างคอร์ติโคสเตียรอยด ์
(corticosteroid)  ซึ่งเป็นตัวที่เพิ่มโอกาสในการท าใหแ้ผลติดเชือ้มีส่วนร่วมในการควบคุมไกลโค
โปรตีน (glycoprotein) ซึ่ ง เป็นโครงสร้างของคอลลาเจนและการสังเคราะห์ไกลโคลิพิด 
(glycolipid) การผลิตโพรสตาแกลนดิน (prostaglandin) วิตามินบีช่วยให้แผลหายเร็วขึ ้น
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เสริมสรา้งระบบภูมิคุม้กัน วิตามินซีช่วยในการสังเคราะหค์อลลาเจนและช่วยใหก้ารดูดซึมธาตุ
เหล็กและแคลเซียมซึ่งเป็นส่วนที่ช่วยในการหายของแผล ร่วมทัง้ช่วยในการสังเคราะหเ์ชลลเ์ม็ด
เลือดขาวซึ่งเป็นส่วนช่วยฆ่าเชือ้แบคทีเรียและเสริมสรา้งภูมิคุม้กนั วิตามินอีช่วยในการสงัเคราะห์
คอลลาเจนจึงท าใหบ้าดแผลหายไดเ้ร็วขึน้ วิตามินเคช่วยในการแข็งตวัของเลือดเพื่อใหเ้ลือดหยุด
ไหลในระยะแรกของการเกิดบาดแผลและยงัช่วยปอ้งกนัไม่ใหแ้ผลเกิดการติดเชือ้ แคลเซียมช่วยใน
การขยายตวัของเซลลต์น้ก าเนิดหนงัก าพรา้และช่วยในกระบวนการฟ้ืนฟูบาดแผล ทองแดงมีส่วน
ช่วยในการสรา้งคอลลาเจนและเสน้ใยอีลาสติก (elastic fibers) เหล็กเป็นแร่ธาตุส  าคัญในการ
สรา้งฮีโมโกลบิน (hemoglobin)  และออกซิเจนที่เป็นส่วนส าคญัของเนือ้เยื่อผิวหนงั  ซีลีเนียมช่วย
ในการเสรมิสรา้งภูมิคุม้กนั สงักะสีมีความส าคญัในการรกัษาบาดแผลรวมทัง้ดีเอ็นเออารเ์อ็นเอ โพ
ลิเมอรโ์ปรตีเอส และคารโ์บนิกแอนไฮเดรทช่วยในการรกัษาเสถียรภาพของเยื่อหุม้เซลล ์(Brown & 
Phillips, 2010) 
 
3. สารเคมีจากสมุนไพรที่มีการทดสอบว่าช่วยซ่อมแซมบาดแผล 

ปกติแลว้บาดแผลจะสามารถหายไดเ้องดว้ยกระบวนการบ าบดัรกัษาตามธรรมชาติ แต่
เป็นกระบวนการที่มีความซับซอ้นและใชร้ะยะเวลานาน จึงมีการน าพืชสมุนไพรมาช่วยในการ
บ าบดัรกัษาบาดแผลและพิสูจนส์ารประกอบจากพืชสมุนไพรซึ่งสารเหล่านีอ้ยู่ในพืชกลุ่มแอลคา
ลอยด์ (alkaloids), น ้ามันหอมระเหย (essential oil), ฟลาโวนอยด์ (flavonoids), แทนนิน 
(tannin), เทอรพ์ีน (terpenoids), ซาโปนิน (saponins) และฟีนอลิก (phenolics) มีคุณสมบัติ
ส าคญัในการตา้นเชือ้จลุินทรีย ์ตา้นอนมุลูอิสระ ช่วยในการรกัษาแผลใหห้ายไดเ้รว็ขึน้และการช่วย
ฟ้ืนฟผูิว 
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3.1 เอเชียติโคไซด ์(asiaticoside)   
 

 
ภาพประกอบ 4 โครงสรา้งของ asiaticoside 

 
สารเอเชีย ติ โคไซด์  (asiaticoside) เป็นสารประกอบไตรเทอร์พี น  ซาโปนิ น 

(triterpene saponin) ที่พบในพืชวงศ ์UMBELLIFERAE เป็นสารที่พบในบวับกที่มีชื่อวิทยาศาสตร์
ว่า Centella asiatica Linn.Urban. ซึ่งมีการทดสอบในแผลปกติและแผลจากผูท้ี่เป็นโรคเบาหวาน
พบว่าเพิ่มการสรา้งไฮดรอกซีโพรลีน (hydroxyproline) ซึ่งเป็นองคป์ระกอบของคอลลาเจน และ
ช่วยในการสร้าง angiogenesis ในเนื ้อเยื่อ chick chorioallantoic membrane (CAM) ซึ่งเป็น
เนือ้เยื่อที่คลมุอยู่บนเอ็มบริโอซึ่งมีเสน้เลือดจ านวนมากมาย  การสรา้งการเปลี่ยนแปลงที่เพิ่มขึน้
ของเมทริกซค์อลลาเจนและกระตุน้การสงัเคราะหไ์กลโคสะมิโนไกลแคน (glycosaminoglycan) 
ซึ่งเป็นส่วนประกอบของเนือ้เยื่อเก่ียวพันและมีส่วนในการสรา้งสารตา้นอนุมลูอิสระทัง้กลุ่มที่เป็น
เอนไซม ์และกลุ่มที่ไม่ใช่เอนไชม ์เช่น glutathione peroxidase (GSH peroxidase), superoxide 
dismutase (SOD), คะตะเลส (catalase), วิตามินอี (vitamin E) และวิตามินซี (vitamin C) ซึ่งจะ
เพิ่มขึน้ในระยะแรกของการรกัษาบาดแผล 
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3.2 เคอรค์ูมิน (curcumin) 
 

 
 

ภาพประกอบ 5 โครงสร้างของ curcumin 
 

เคอ ร์คู มิ น  (curcumin) เป็ น สารกลุ่ ม ฟี น อลิ ก  (phenolic)  ที่ พ บ ในพื ช วงศ ์
ZINGIBERACEAE เช่น ขมิน้ชนั (Curcuma longa Linn.), ขิง (Zingiber officinale Roscoe), ข่า 
(Alpinia galangal Linn.) , ก ระชาย  (Boesenbergia rotunda Linn.) , ก ระวาน  (Amomum 
testaceum Ridl.) เป็นตน้  ในการซ่อมแซมบาดแผลนัน้ที่ความเขม้ขน้ 5 % W/W มีส่วนช่วยตา้น
การอักเสบ มีฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระและป้องกันการติดเชือ้ curcumin มีส่วนเก่ียวขอ้งในการสรา้ง
และสะสมคอลลาเจนการเปลี่ยนแปลงเนือ้เยื่อโดยการเพิ่มไฟโบรบลาสต ์(fibroblast) เพื่อเพิ่มการ
สรา้งเนือ้เยื่อและยงัช่วยท าใหค้วามหนาแน่นของหลอดเลือดเพิ่มมากขึน้ 

ขมิน้ชัน  มีสารส าคัญคือเคอรค์ูมิน (curcumin) คุณสมบติัของขมิน้ชันที่ช่วยในการ
รกัษาบาดแผลคือ มีคุณสมบติัตา้นการอักเสบจากการศึกษาในหลอดทดลองแสดงใหเ้ห็นว่าช่วย

ในการผลิต  TNF-α และ  IL-1 โดยมาโครเฟจ (macrophages) และยั้ งการท างานของ 

phosphorylase kinase (PhK) และการกระตุน้ NF-κB จึงมีการน าขมิน้ชนัมาใชใ้นการรกัษาแผล
เรือ้รงั แผลไฟไหม ้และแผลเบาหวาน  โดยมีการทดลองฤทธิ์การรกัษาแผลจากหนูท่ีเป็นเบาหวาน
พบว่าสามารถท าให้แผลหายได้เร็วขึน้จากการสรา้งเส้นเลือดขึน้มาใหม่  และพบว่าขมิ ้นชัน
สามารถเพิ่มการสรา้งเอนไซมต่์อตา้นอนุมูลอิสระ เช่น catalase, glutathione peroxidase (GSH 
peroxidase) และ superoxide dismutase (SOD) จากกระบวนการอักเสบของแผลการเกิด
แผลเป็นและแผลเป็นนูน (hypertrophic scar) คีลอยด์ (keloids) เกิดจากการแสดงออกของ 

TGF-β1 การแบ่งตวัของไฟโบรบลาสต ์(fibroblast) และการสรา้งคอลลาเจนที่มากเกินไปรวมไป
ถึงการสงัเคราะหเ์มทรกิซน์อกเซลล ์(Extra cellular matrix (ECM)) แต่พบว่าขมิน้ชนัยบัยัง้การส่ง

สัญญาณ TGF-β1 ใน fibroblasts keloid (KF) และยังลดการผลิต ECM จึงแสดงให้เห็นว่า
ขมิน้ชนัช่วยปอ้งกนัรอยแผลเป็น hypertrophic scar 
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3.3 กรดคลอโรจีนิก (chlorogenic acid)  
 

 
 

ภาพประกอบ 6 โครงสรา้งของ chlorogenic acid 
 

กรดคลอโรจีนิก (chlorogenic acid) เป็นสารกลุ่มโพลิฟินอล (polyphenolic) พบใน
ก าแ ฟ ที่ มี ชื่ อ วิ ท ย าศ าส ต ร์คื อ  Coffea arabica Linn. (Wani et al., 2014) เ ป็ น พื ช ว งศ ์
RUBIACEAE โดยพบว่ากรดคลอโรจีนิกในการซ่อมแซมบาดแผลที่ความเขม้ขน้ 0.01 g/mL เป็น
สารท่ีมีฤทธิ์ตา้นอนุมลูอิสระซึ่งเป็นส่วนท่ีช่วยในการการรกัษาบาดแผลรวมทัง้เพิ่มความหนาแน่น
ของเส้นเลือดฝอย และเสริมสร้างคอลลาเจน ต้านการอักเสบจากผลของ เอนไซม์ matrix 
metalloproteinases (MMPs) ในเนื ้อเยื่อของบาดแผลที่ส่งส่งผลให้คอลลาเจนที่มีอยู่เกิดการ
เปราะหกั 

3.4 เควอเซทนิ (quercetin) 
 

 
 

ภาพประกอบ 7 โครงสรา้งของ quercetin 
 
เควอเซทิน (quercetin) เป็นสารกลุ่มฟลาโวนอยด ์(flavonoid) พบมากในหอมแดง 

มีชื่อวิทยาศาสตรคื์อ Allium ascalonicum Linn. อยู่ในวงศ ์ALLIACEAE และพืชชนิดอ่ืนวงศถ์ั่ว 
LEGUMINOSAE มีฤทธิ์ในการตา้นการอักเสบและตา้นมะเร็งและยังเป็นสารท่ีมีฤทธิ์ในการสาร
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ตา้นอนุมูลอิสระ ช่วยในการซ่อมแซมบาดแผลโดยเพิ่มการผลิตคอลลาเจนและ ไฟโบรเนกติน 
(fibronectin) ช่วยซ่อมแซมความเสียหายที่เกิดกับเนือ้เยื่อประสาทเพิ่มการสรา้งเซลล์และช่วยใน
การเชื่อมติดกันของบาดแผลและ quercetin ยังมีฤทธิ์เป็น antifibrotic agent ซึ่งช่วยลดการเกิด
แผลเป็น 

3.5 กรดแกลลิก (gallic acid) 
 

  
 

ภาพประกอบ 8 โครงสรา้งของ gallic acid 
 

กรดแกลลิก (gallic acid) เป็นสารกลุ่มโพลิฟินอล (polyphenolic)  พบในชาเขียว 
(green teas) มีชื่อวิทยาศาสตรคื์อ Camellia sinensis Linn. (Bicudo & Santana, 2012) เป็น
สารท่ีมีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ ต้านการอักเสบป้องกันการเจริญเติบโตของเชื ้อจุลินทรีย ์ 
ป้องกันมะเร็ง  และรกัษาบาดแผล  ปัจจัยที่ช่วยในการรกัษาบาดแผล เช่น  c-Jun N-terminal 
kinases (JNK), focal adhesion kinases (FAK) และ extracellular signal-regulated kinases 
(Erk) (Rajkumar et al., 2018) 

จากขอ้มูลการศึกษาสารเคมีจากสมุนไพรที่มีการทดสอบว่าช่วยซ่อมแซมบาดแผล
สารที่มีความหนา้สนใจคือ quercetin และ curcuminoids จากขอ้มลูจะเห็นว่า quercetin มีฤทธิ์

ตา้นการอกัเสบ ตา้นอนุมูลอิสระ เพิ่มการผลิตคอลลาเจน ไฟโบรเนกติน เพิ่มการสรา้งเซลลแ์ละ
ช่วยในการเชื่อมติดกันของบาดแผลและมีฤทธิ์เป็น antifibrotic agent ซึ่งช่วยลดการเกิดแผลเป็น
จากขอ้มูลแสดงใหเ้ห็นว่าช่วยในกระบวนการหายของบาดแผลในระยะที่ 2 และ 3 เป็นส่วนใหญ่ 
ส่วน curcuminoids มีฤทธิ์ตา้นการอักเสบ ตา้นอนุมูลอิสระ ป้องกันการติดเชือ้ สรา้งและสะสม
คอลลาเจนการเปลี่ยนแปลงเนือ้เยื่อโดยการเพิ่มไฟโบรบลาสต์ ( fibroblast) เพื่อเพิ่มการสรา้ง
เนื ้อเยื่อและยังช่วยท าให้ความหนาแน่นของหลอดเลือดเพิ่ มมากขึ ้นซึ่งแสดงให้เห็นว่ามี
ความส าคญัต่อการหายของบาดแผลในระยะที่ 1 ดงันัน้ผูว้ิจยัจึงไดเ้ลือกน าสารทัง้สองมาผสมกัน
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เพื่อทดสอบฤทธิ์ในการรกัษาบาดแผลเมื่อพิจารณาเลือกใชต้วัท าละลายพบว่าสารทัง้สองละลาย
ได้ดี ในตัวท าละลายอินทรีย์  เช่น  dimethoxy sulfoxide (DMSO), เอทานอล , เมทานอล , 
คลอโรฟอรม์หรืออะซิโตน ดงันัน้ผูว้ิจัยจึงเลือกใช ้ethanol และ DMSO เป็นตัวท าละลายในครัง้นี ้
ซึ่งมีความเหมาะสมและสามารถละลายได้อย่างสมบูรณ์  (Jat, Jain, & Arora, 2015) (Ucisik, 
Seta, Schuster, & Sleytr, 2013) 

 
4. เทคนิคการประเมินฤทธิ์การสมานแผล 

4.1 การทดสอบฤทธิ์ต้านจุลินทรีย ์(antimicrobial activity)  
การทดสอบฤทธิ์ตา้นจุลินทรียส์ามารถท าได้หลายวิธีโดยวิธีท่ีไดร้บัความนิยมคือ 

dilution susceptibility test ที่ทดสอบในอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดเหลว (broth medium) และ disc 
diffusion  method  ที่ท าการทดสอบในอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดแข็ง (agar medium)  

4.1.1 วิธี disc diffusion  method  เป็นวิธีการหน่ึงท่ีใชใ้นการศกึษาฤทธิ์ในการ
ยบัยัง้การเจรญิของจลุินทรียท์ี่นิยมใชเ้นื่องจากเป็นวิธีที่สะดวก รวดเร็ว และเป็นวิธีการที่ใหผ้ลได้
แม่นย าถกูตอ้ง วิธีการนีจ้ะทดสอบโดยใชส้ารที่ตอ้งการทดสอบหยดลงไปบนกระดาษกรอง (filter 
paper disc) ที่วางไวบ้นอาหารเลีย้งเชือ้ที่ตอ้งการทดสอบ โดยการแปลผลนัน้จะพิจารณาจาก
ระยะไม่มีเชือ้เติบโตรอบกระดาษกรองที่เรียกว่า โซนใส (inhibition zone) ซึ่งสารท่ีมีฤทธิ์ยบัยัง้การ
เจรญิของจลุินทรียไ์ดดี้จะยิ่งมีระยะของโซนใสกวา้งผลการยบัยัง้จะวดัเสน้ผ่านศนูยก์ลางของโซน
ใสซึ่งจะแปลผกผนักบัความเขม้ขน้ต ่าสดุของสารซึ่งสามารถยบัยัง้การเจรญิของจลุินทรีย์ 
(minimal Inhibitory concentration หรือ MIC) 

4.1.2 วิธี broth dilution test เป็นการทดสอบเชิงปรมิาณจะท าใหท้ราบถึงค่า 
minimal inhibitory concentration (MIC) ซึ่งเป็นค่าความเขม้ขน้ต ่าสดุของสารที่ยบัยัง้การเจรญิ
ของจลุินทรียท์ี่มีความเขม้ขน้ลดลงทกุ 2 เท่า (2-fold serial dilution) และ MBC (minimum lethal 
concentration) คือค่าความเขม้ขน้ต ่าสดุที่สามารถฆ่าท าลายเชือ้ได ้หรือเชือ้มีปรมิาณไม่เกินค่าที่
ก าหนดถา้เป็นการทดสอบแบคทีเรียจะเรียกว่าค่า MBC (minimum bactericidal concentration) 
ถา้เป็นการทดสอบเชือ้ราจะเรียกว่าค่า minimum fungicidal concentration (MFC) สามารถ
ทดสอบไดท้ัง้ broth macrodilution และ broth microdilution ในงานวิจยันีจ้ะท าการทดสอบดว้ย
วิธี broth microdilution (ประสาทพรม บรสิทุธิ์เพ็ชร, พิทยั กาญบตุระ, & สาธร พรตระกลูพิพฒัน,์ 
2551) การแปลผลจะพิจารณาจากการสงัเกตหลอดที่มีความเขม้ขน้นอ้ยที่สดุที่ไม่มีจลุินทรียเ์จรญิ
หรืออาหารเลีย้งเชือ้ในหลอดนัน้ไม่ขุ่น (อมรรตัน ์สีสกุอง, กลัยาภรณ ์จนัตรี, & ศรีสดุา หาญ
ภาคภมูิ, 2559) 
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ในการศึกษาวิจยัครัง้นีผู้ว้ิจยัเลือกทดสอบเชือ้ที่พบบ่อยว่ามีผลท าใหแ้ผลเกิดการติด
เชือ้อักเสบซึ่งจะไปขดัขวางกระบวนการหายของบาดแผลคือเชือ้ S. aureus และ P. aeruginosa 
ดงันัน้ผูว้ิจยัจึงเลือกทดสอบสาร quercetin และ curcuminoids ฤทธิ์ตา้นจลุินทรีย ์(antimicrobial 
activity) ดว้ยวิธี disc diffusion method เพื่อใหท้ราบว่าตวัอย่างที่ท าการทดสอบมีความสามารถ
ในการตา้นเชื่อทัง้ 2 ชนิดหรือไม่และใชว้ิธี Broth dilution test เพื่อใหท้ราบถึงความเขม้ขน้ต ่าสุด
ของสารตวัอย่างที่สามารถยบัยัง้การเจรญิเติบโตของเชือ้ได ้ 

4.2 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยใช้วิธีดีพีพีเอช (DPPH•) และเอบีทเีอส (ABTS•+) 
อนุมูลอิสระ (free radical)  หมายถึง การที่อะตอมหรือโมเลกุลเกิดความไม่เสถียร

จากการมีอิเล็กตรอนโดดเด่ียว (unpaired electron) อย่างนอ้ย 1 ตวัที่โคจรรอบวงนอกสุดซึ่งโดย
ปกติของร่างกายที่ไม่มีอนุมูลอิสระเกิดขึน้ภายในอะตอมหรือโมเลกุลจะมีอิเล็กตรอนอยู่เป็นคู่แต่
เมื่อไหร่ก็ตามที่มีอนุมูลอิสระเกิดขึน้จะท าให้พันธะระหว่างอะตอมแตกออกจากกันและเกิด
อิเล็กตรอนโดดเด่ียวเหนี่ยวน าใหโ้มเลกุลที่อยู่รอบ ๆ เกิดเป็นอนมุลูอิสระตามไปดว้ยจากการถูกดึง
อิเล็กตรอนท าใหเ้กิดความไม่เสถียรและเกิดขึน้ต่อเนื่องกบัโมเลกุลขา้งเคียงไปเป็นปฏิกิริยาลกูโซ่ 
(chain reaction)  

สาเหตุของการเกิดอนุมูลอิสระ อนุมูลอิสระเกิดขึน้ไดจ้ากหลายสาเหตทุัง้จากการที่
ร่างกายสรา้งขึน้เองหรือจากสภาวะภายนอก  เช่น มลพิษในอากาศ แสงแดด ความรอ้น รงัสี
แกมม่า ฝุ่ น ควนับุหรี่ อาหารที่มีกรดที่มีไขมนัไม่อ่ิมตัว ไนตรสัออกไซด ์ไนโตรเจนไดออกไซด ์เป็น
ตน้ ตวัอย่างของอนมุลูอิสระ ไดแ้ก่  

4.2.1 อนมุลูอิสระออกซิเจน (reactive oxygen species หรือ ROS) เช่น 
hydrogen peroxide (H2O2), superoxide anion radical (O2•−) และ hydroxyl radical (HO•) 
เป็นตน้ 

4.2.2 อนมุลูอิสระไนโตรเจน (reactive nitrogen species หรือ RNS) เช่น nitric 
oxide radical (NO•) และ nitrogen dioxide radical (NO2•) เป็นตน้  

ปกติแลว้เมื่อรา่งกายไดร้บัอนุมลูอิสระรา่งกายจะสรา้งสารตา้นอนุมลูอิสระเพื่อก าจดั
อนุมลูอิสระออกจากรา่งกายแต่เมื่อไหรท่ี่ปรมิาณอนุมลูอิสระมีมากเกินกว่าที่รา่งกายจะก าจดัออก
ไดจ้ึงเกิดการท าลายเซลลท์ าใหเ้ซลลเ์กิดความเสียหาย  เมื่อร่างกายสรา้งสารตา้นอนุมลูอิสระไม่
เพียงพอท่ีจะก าจัดอนุมูลอิสระจึงจ าเป็นท่ีจะตอ้งไดร้บัสารท่ีมีฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระจากภายนอก 
อนุมูลอิสระที่พบในบาดแผลและท าใหร้ะยะการอักเสบยาวนานขึน้ท าใหบ้าดแผลหายไดช้า้มาก
ขึน้คือ อนุมูลอิสระออกซิเจน (reactive oxygen species, ROS) โดยพบว่าบาดแผลที่เกิดการ
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อกัเสบเรือ้รงัส่งผลใหเ้ซลลเ์กิดความเสียหายดังนัน้เพื่อใหบ้าดแผลหายเร็วขึน้จึงตอ้งก าจัด  ROS 
ดว้ยสารตา้นอนมุลูอิสระ    

4.3 การวิเคราะหค์วามสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีการท าลายอนุมูล
อิสระดีพีพีเอช (DPPH•)  

เป็นวิธีการที่น าสารที่มีคณุสมบติัเป็นอนุมูลอิสระที่มีความคงตวัสงูคือ อนุมลูอิสระดี
พีพีเอช (DPPH•, diphenyl-picryhydrazyl radical) ที่มีสีม่วงและมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่
ความยาวคลื่น 515 nm ด้วยเครื่องเครื่องสเปกโตโฟโตรมิเตอร ์(spectrophotometer) หลักการ
ท างานคือจะให ้DPPH• ท าปฏิกิริยากับสารตัวอย่างเพื่อดกูารเปลี่ยนแปลงของสีจากสีม่วงที่จาง
ลงจนเป็นสีเหลืองหลงัจากการเกิดปฏิกิริยาโดยสารตัวอย่างที่มีความสามารถในการตา้นอนุมูล
อิสระมากจะท าใหส้ีม่วงจางลงมากจากการยบัยัง้อนุมลูอิสระ DPPH• ขอ้ดีของวิธีนีคื้อง่ายต่อการ
ทดสอบ และสะดวกและรวดเร็วในการวิเคราะห์ ส่วนขอ้เสียคือเนื่องจาก DPPH• เป็นอนุมลูอิสระ
ที่ค่อนขา้งเสถียรท าใหใ้ชร้ะยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยานานไม่ไวเหมือนอนุมูลอิสระที่เกิดขึน้ใน
ร่างกายจริงจึงท าให้ค่าต้านอนุมูลอิสระที่วัดได้น้อยกว่าค่าความเป็นจริงและไม่สามารถวัด
ตวัอย่างที่เป็นเลือดไดเ้นื่องจากวดัในปฏิกิริยาที่เป็นแอลกอฮอลท์ี่อาจส่งผลใหเ้ลือดตกตะกอนได้
รวมทัง้สารปนเป้ือนโลหะอาจท าใหส้ีของอนมุลูอิสระ DPPH จางลงได ้

4.4 การวิเคราะหค์วามสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีการฟอกสีอนุมูล
อิสระเอบีทเีอส (ABTS•+)  

เป็นวิธีที่มีความรวดเร็วในการท าปฏิกิริยากบัสารตา้นอนุมูลอิสระ และยงัเป็นสารที่
สามารถละลายไดท้ัง้ในสารละลายอินทรียแ์ละในน า้ รวมไปถึงสามารถท าปฏิกิริยาไดดี้ในช่วง pH 
กวา้งซึ่งหลกัการของวิธีการนีคื้อจะวดัความสามารถในการฟอกสีอนมุลูอิสระเอบีทีเอส (ABTS•+, 
2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) radical) ที่มีสีเขียวอมน ้าเงินซึ่งมีค่า
สามารถดดูกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 734 nm โดย ABTS จะถูกท าใหอ้ยู่ในรูปของABTS•+ 
(radical form)  จ ากการเกิ ดปฏิ กิ ริย าออกซิ เดชัน  (oxidation) กับ  potassium persulfate  
(K2S2O8) หรือเป็นการจ าลองอนุมูลอิสระขึน้นั่นเองแต่เนื่องจาก ABTS•+ มีค่าการดดูกลืนแสงสูง 
ดังนั้นก่อนน ามาท าปฏิกิริยากับสารตัวอย่างจึงตอ้งท าการเจือจางดว้ยฟอสเฟตบัฟเฟอรเ์มื่อน า 
ABTS•+ ไปท าปฏิกิริยากบัสารตวัอย่างแลว้จึงพิจารณาความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระจาก
สีที่จางลงจากการยบัยัง้อนุมลูอิสระ ABTS•+  แลว้น าค่าการยบัยัง้ที่ไดม้าเทียบกบัสารมาตรฐาน 
โทรลอกซ ์(Trolox) แต่วิธีนีม้ีข้อเสียคืออนุมูลอิสระ  ABTS•+ ที่เกิดขึน้ไม่ใช่สารธรรมชาติที่พบ
ภายในเซลลห์รือร่างกายของสิ่งมีชีวิต และตอ้งท าใหเ้กิดปฏิกิริยากบัสารอ่ืนเพื่อใหเ้กิดเป็นอนุมูล
อิสระ  
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ดงันัน้ผูวิ้จยัจึงเห็นว่าวิธีการท่ีมีความเหมาะสมท่ีจะน ามาใชใ้นการทดสอบฤทธิ์ตา้น
อนุมูลอิสระของผสม quercetin และ curcuminoids คือ วิธีการท าลายอนุมูลอิสระดีพีพีเอช 
(DPPH•) วิธีการฟอกสีอนุมูลอิสระเอบีทีเอส (ABTS•+) เนื่องจากเป็นวิธีการที่ง่ายสามารถ
ทดสอบไดใ้นหอ้งปฏิบติัการ (บหุรนั พนัธุส์วรรค,์ 2013)  

การพิจารณาความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระค านวณไดจ้ากค่าเปอรเ์ซ็นตก์าร
ยับยั้ง (% inhibition) ซึ่งฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจะแสดงเป็นค่า IC50 หรือความเข้มข้นของสารที่
สามารถยับยัง้อนุมูลอิสระได้ 50 % และน ามาค านวณกับสารมาตรฐาน trolox เพื่อหาค่า TEAC 
สว่นค่า % inhibition  ค านวณไดจ้ากสมการ (บหุรนั พนัธุส์วรรค,์ 2013) (โกสินทร ์วิระษร, กุลธิดา 
กลา้รอด, ประณิธิ หงสป์ระภาส, & พชัรี บญุศิร,ิ 2557)  

 

% Inhibition = 
Ablank - (Asample – Ablank sample)

Ablank 
 x 100 

 
Ablank คือ ค่าการดดูกลืนแสงของสารละลาย DPPH/ABTS ที่วดัได ้
Asample คือ ค่าการดดูกลืนแสงของสารตวัอย่างผสมกบั DPPH/ABTS ที่วดัได ้ 
Ablank sample คือ ค่าการดดูกลืนแสงของสารตวัอย่างที่วดัได ้

 
IC50 คือ ความเขม้ขน้ของสารที่สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ 50 % ค านวณไดจ้าก

สรา้งกราฟสมการเส้นตรงระหว่างความเข้มข้นของสารและ % Inhibition แทนค่าในสมการ
เสน้ตรงโดยใหค่้า Y มีค่าเท่ากบั 50  

TEAC คือ ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของสารมาตรฐาน trolox เทียบกับ
สารตวัอย่าง ถา้ค่าที่ไดม้ีค่าเท่ากบั 1 แสดงว่าสารตวัอย่างมีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ
เทียบเท่าสารมาตรฐานถา้มากว่า 1 แสดงว่ามีความสามารถในการตา้รอนุมูลอิสระมากกว่าสาร
มาตรฐานในทางกลบักันถา้น้อยกว่า 1 แสดงว่ามีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระนอ้ยกว่า 
โดยหาไดจ้ากสมการ 

  

TEAC = 
IC50 trolox

IC50 sample
  

 
IC50 sample คือ ความเขม้ขน้ของสารตวัอย่างที่สามารถยบัยัง้อนมุลูอิสระได ้50 %   
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IC50 trolox คือ ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน trolox ที่สามารถยบัยัง้อนุมลูอิสระได ้
50 %   

4.5 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล ์(cytotoxicity test) ด้วยวิธี MTT assay  
MTT assay ( 3-( 4,5-dimethylthiazol-2yl) -2,5-diphenyl tetrazolium bromide)  

เป็นวิธีการที่ใชใ้นการทดสอบการรอดชีวิติของเซลล ์MTT assay เป็นสารสีที่ไดจ้ากการสงัเคราะห์
ประเภท tetrazolium salt ในการทดสอบเพื่อดูการรอดชีวิตของเซลล์นั้นจะพิจารณาจากการ
เปลี่ยนสีให้เป็นสีม่วงน ้าเงินซึ่งเซลล์ที่ รอดชีวิต  metabolically active  สามารถใช้เอนไซม ์
succinate dehydrogenase ท าให้เกิดปฏิกิ ริยา  reduction เปลี่ ยน  MTT ไปเป็น  formazan 
product เกิดผลึกของ formazan ใหส้ีม่วงน า้เงินและดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่นประมาณ 550-
600 nm ซึ่งค่าการดดูกลืนแสงจะแสดงใหเ้ห็นถึงปรมิาณของ formazan product ที่เกิดถา้สีม่วงที่
เกิดขึน้เขม้มากก็แสดงว่ามีการเกิด formazan product มากแสดงใหเ้ห็นว่ามีจ านวนเซลลท์ี่รอด
ชีวิตมากเช่นกนัการเกิดปฏิกิรยิาดงัที่กล่าวมาแสดงในภาพประกอบ 9 
 

 
 

ภาพประกอบ 9 แสดงปฏิกิริยาการเปลี่ยน MTT ไปเป็น formazan product 
 
จากที่กล่าวมาขา้งตน้ MTT assay จึงเป็นวิธีการที่ถูกน ามาใชใ้นการทดลองเพื่อดู

การรอดชีวิตของเซลล ์และเป็นวิธีการที่ใหค่้าการทดลองที่ถูกตอ้ง มีความสม ่าเสมอ และมีความ
แม่นย าและยังเป็นวิธีการที่มีราคาถูกเมื่อเทียบการทดสอบดว้ยวิธีการอ่ืน ๆ เช่น MTS, XTT, AP, 
NR, CVDE, SRB เป็นต้น ดังนั้น MTT assay จึงเป็นวิธีการที่ เหมาะสมในการใช้ทดสอบ การ
พิจารณาความเป็นพิษต่อเซลลส์ามารถพิจารณาได้จากการค านวณหารอ้ยละการรอดชีวิตของ
เซลลด์งัสมการ  (เบ็ญจมาศ จิตรสมบรูณ,์ 2010) 

 



  20 

รอ้ยละการรอดชีวิตของเซลล ์(% cell viability) = 
A550 sample

A550 control 
 x 100 

 
A550 sample คือ ค่าดูดกลืนแสงของเซลล์ที่ทดสอบกับสารตัวอย่างที่ความยาว

คลื่น 550 nm 
A550 control คือ ค่าการดดูกลืนแสงของเซลลใ์นอาหารเลีย้งเซลลท์ี่ความยาวคลื่น 

550 nm 
4.6. การทดสอบความสามารถในการสมานแผลโดยทดสอบการเคล่ือนที่ของ

เซลล ์(scratch assay) 
ปัจจุบนัไดม้ีการน าความรูค้วามสามารถดา้นเซลลว์ิทยามาประยุกตใ์ชก้ับงานวิจัย

มากมายหลายด้านและส่วนใหญ่มักใช้กับงานวิจัยทางการแพทย์ ซึ่งเทคนิคที่ถูกน ามาใช้ใน
การศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล์ wound healing, cell migration และ invasion assay การ
ทดสอบการเคลื่อนที่ของเซลลเ์ป็นวิธีการที่ใชใ้นการจ าลองสภาวะใหเ้ทียบเคียงกับการเกิดแผล
และการใชส้ารที่สนใจในการทดสอบเพื่อดปูระสิทธิภาพในการรกัษาบาดแผลจากการเคลื่อนที่มา
ชิดกันของรอยขีด (Scratch) บนเซลลเ์พาะเลีย้ง สามารถค านวณหาความสามารถในการสมาน
แผลโดยดจูากอตัราการความกวา้งที่เปลี่ยนแปลงไปในระยะเวลาที่ไดร้บัสารทดสอบจากสมาการ 
 

รอ้ยละการเคลื่อนที่ของเซลล ์(%wound closure) =  

พืน้ที่ระยะห่างของเซลลใ์นวนัแรก − พืน้ที่ระยะห่างของเซลลใ์นวนัถดัไป

พืน้ที่ระยะห่างของเซลลใ์นวนัแรก
× 100 

 
จากการศึกษาวิจัยผู้วิจัยต้องการที่จะพัฒนาต ารับสารผสมระหว่างควอเซทิน 

(quercetin)  และเคอรค์มูินอยด ์(curcuminoids) เพื่อช่วยในการรกัษาบาดแผล ประสิทธิภาพใน
การรกัษาบาดแผลจากการเคลื่อนที่มาชิดกันของรอยขีด (scratch) บนเซลลเ์พาะเลีย้งที่เรียกว่า 
Scratch assay ใน ก ารทดล อ งจึ ง เลื อ ก ใช้ เซ ล ล์  human dermal fibroblasts (HDFb)  ดั ง 
ภาพประกอบ 10 ในการศึกษาการรอดชีวิตของเซลลเ์นื่องจากเป็นเซลลท์ี่มีหนา้ที่ในการผลิต เมท
รกิซน์อกเซลลซ์ึ่งเป็นเนือ้เยื่อเก่ียวพนัของผิวหนงัและมีบทบาทส าคญัในการรกัษาบาดแผล ดงันัน้
การศึกษาฤทธิ์ในการสมานแผลของเซลลเ์พาะเลีย้งจึงเลือกใชเ้ซลล ์HDFb รวมไปถึงเป็นเซลลท์ี่
สามารถแบ่งเซลลแ์ละเจรญิเติบโตไดเ้ร็วจึงเป็นเซลลท์ี่มีความเหมาะสมส าหรบัการศึกษาในครัง้นี ้
(Cell Applications, 2018) 
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ภาพประกอบ 10 แสดง human dermal fibroblasts: HDF (A), immunolabeled for vimentin 
(red) (B) and stained for FSP (green) (C). nuclei are visualized with DAPI (B, C, blue). 

 
ที่มา: (Cell Applications, 2018) 
 

4.6.2 การนบัจ านวนเซลลด์ว้ยฮิโมชิโตมิเตอร ์(hemocytometer) ฮิโมชิโตมิเตอรเ์ป็น
เครื่องมือที่นิยมใชใ้นการนับจ านวนเซลลต์วัเครื่องจะมีส่วนประกอบที่เป็นแผ่นแกว้ส าหรบัใส่สาร
ตัวอย่างซึ่งแผ่นแก้วดังกล่าวจะมีช่องว่างหรือแอ่ง (chamber) ส าหรบัใหส้ารตัวอย่างใส่ลงไปได ้
และจะมีตารางตารางหรือกริด (grids) ที่แบ่งไวส้  ารบันับจ านวนเซลล ์ ดังแสดงในภาพประกอบ 
11 และมีกระจกปิดสไลด์ตัวอย่างของเซลล์จะต้องบรรจุในปริมาณที่แน่นอนเพื่อใช้ในการ
ค านวณหาความเขม้ขน้ของเซลลท์ี่อยู่ในของเหลว ซึ่งในการนบัจ านวนเซลลใ์นแอ่ง (chamber) จะ
ใชก้ล่องจุลทรรศนเ์พื่อขยายขนาดใหส้ามารถนับจ านวนเซลลไ์ด ้ ตารางจะมีหลายขนาดดว้ยกัน  
เช่น ขนาด 1x1, 0.25x0.25, 0.25x0.20 และ 0.20x0.20 mm เป็นตน้  หน่วยของเซลลท์ี่นับไดน้ัน้
จะเป็นหน่วยเซลลต่์อมิลลิลิตร ในการนับจ านวนเซลลจ์ะท าการสุ่มนับจ านวน 5 ช่อง ถา้เซลลอ์ยู่
ทบัเสน้พอดีจะท าการนบัโดยเลือกนบัใหอ้ยู่ในช่องบนหรือล่างซา้ยหรือขวาช่องใดช่องหนึ่งแต่จะไม่
มีการนับซ า้ การนับจ านวนเซลล์สามารถค านวณได้จากสมการ  (ดวงกมล เรือนงาม, 2557)  
(Dechawut, Nitat, Taweesak, & Phannika, 2558) 
 
 

ปรมิาณเซลล/์มิลลิลิตร =
C × D × 1000

A× d × F
 

 

C คือ จ านวนเซลลท์ี่นบัได ้
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A คือ พืน้ที่ของ grids เท่ากบั 0.04 mm2 

d คือ ความลกึของพืน้ที่ที่นบัจ านวนเซลลเ์ท่ากบั 0.1 mm 
F คือ จ านวนของช่องหรือตารางที่ท าการนบัจ านวนเซลล ์
D คือ ค่าการเจือจาง 

 

 
 

ภาพประกอบ 11 ภาพดา้นบนของแชมเบอรส์  าหรบันบัจ านวนเซลล ์
 

ที่มา: (Dechawut et al., 2558) 
 

5. งานวิจัยทีเ่กี่ยวข้องกับสมุนไพรช่วยสมานแผล 
ฤทธิ์ของว่านหางจระเขใ้นการสมานแผลผ่าตดั ก่อนการทดลองใชใ้นคนไดม้ีการทดลอง

ใชท้ดลองรกัษาแผลผ่าตดั (surgical incision) ในหนูทดลองโดยพบว่าแผลสามารถหายไดเ้รว็กว่า
ปกติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม  และพบว่าแผลมีขนาดเล็กลงเนือ้เยื่อบุผิว ( re-epithelialization) 
เกิดกระบวนการซ่อมแซมและเจรญิเติบโตสรา้งหลอดเลือดใหม่ไดดี้กว่าเมื่อเปรียบเทียบกบัการใช ้
silver sulfadiazine หลงัจากนัน้เมื่อน าครีมว่างหางจระเขร้กัษาผูป่้วยที่เขา้รบัการผ่าตัดริดสีดวง
ทวารโดยใหท้าครีมว่านหางจระเขว้นัละ 3 ครัง้ เป็นเวลา 2 สปัดาหส์ามารถท าใหแ้ผลสมานไดเ้ร็ว
กว่าเมื่อเปรียบเทียบกบัผูท้ี่ใหท้ายาหลอกอาการเจ็บปวดจากบาดแผลก็ลดลงจึงมีส่วนช่วยในการ
ลดการใชย้าแกป้วดกบัผูป่้วยกลุม่นี ้(จนัทรพร ทองเอกแกว้, 2556) 

การศึกษาฤทธิ์ของบวับก ขมิน้ชนั และวอลนทั ในรูปของ micro emulsion เจลรกัษาโรค
ผิวหนงัอกัเสบในผูป่้วยผิวหนงัอกัเสบ (eczema) จ านวน 360 คน ในรูปของ micro emulsion เจล 
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และ ointment เป็นระยะเวลา 3 สัปดาห ์โดยพบว่า micro emulsion gel ช่วยลดอาการคันได้ดี  
และ ointment สามารถลดอาการผิวหนังแห้งด้าน เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รบัยาหลอก มี
การศึกษาในผูป่้วยมะเร็งที่ศีรษะ และคอจ านวน 50 คน ที่ตอ้งรบัการรกัษาดว้ยการฉายแสง อายุ
ระหว่าง 54.3 ± 9.86 ปี เพื่อลดอาการอกัเสบที่เกิดจากการฉายแสงพบว่าในการทดลองมีการแบ่ง
ผูป่้วยนอกเป็น 2 กลุ่มและเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่ทาครีมที่มีส่วนผสมของน า้มันโจโจบ้าและ
กลุ่มที่ทาครีมที่มีส่วนผสมของน า้มันจากไมจ้ันทนแ์ละขมิน้ชันในบริเวณที่ฉายแสงวันละ 5 ครัง้ 
(ก่อนฉายแสง 2 ชม. หลงัฉายแสงเสร็จทันที หลงัฉายแสง 2, 4, และ 6 ชม.) เป็นเวลา 7 สปัดาห ์
พบว่ากลุ่มที่ไดร้บัครีมที่มีส่วนผสมของขมิน้ชนัผิวหนงัที่ฉายแสงช่วยลดการอักเสบของผิวหนังได้
มากกว่าเมื่อเทียบกบักลุม่ที่ไดร้บัน า้มนัโจโจบ้า (พนิดา ใหญ่ธรรมสาร, 2560) 

การศึกษาฤทธิ์ของบัวบกในการเร่งการสรา้งสารคอลลาเจน (Collagen synthesis  
enhancer) คอลลาเจนมีส่วนส าคัญกับผิวหนังมากเป็นเหมือนโครงสรา้งของผิวหนงัท าใหผ้ิวหนัง
เต่งตึง และช่วยเพิ่มความแข็งแรงใหก้ับผิวหนงั ควบคู่ไปกับอิลาสติน (Elastin)  ที่ช่วยสรา้งความ
ยืดหยุ่นใหก้ับผิวหนังและท าใหไ้ม่มีรอยเหี่ยวย่น  ลดการอักเสบ รกัษาบาดแผล จึงทดลองใชส้าร
สกดัจากใบบวับกในการกระตุน้ใหแ้ผลเกิดการสมานไดเ้ร็วขึน้จากการทดรองน าครีมบวับกเขม้ขน้ 
0.2% ทาบรเิวณภายนอกของแผลพบว่า เชลลบ์าดแผลฟ้ืนฟูไดเ้ร็วขึน้จากการสรา้งเสน้ใยคอลลา
เจน (Collagen synthesis) และเร่งการสรา้งและซ่อมแซมเสน้เลือดที่เสียหาย (Angiogenesis) ให้
กลบัคืนมา จึงมีการน าบวับกมาใชใ้นการรกัษาแผลในช่องปาก (จนัทรพร ทองเอกแกว้, 2556) 

การประเมินผลการต่อตา้นอนุมลูอิสระและการรกัษาบาดแผลของกะเม็ง (Eclipta alba) 
บัวบก (Centella asiatica) และเมื่ อผสมสารสกัดพริกไทย (Piper nigrum) งานวิจัยนี ้จะ
ท าการศึ กษ าฤท ธิ์ ในการต่ อต้านอนุ มู ล อิส ระด้วยวิ ธี  DPPH, Nitric oxide free radical 
scavenging activity, Superoxide scavenging activity และการสมานแผลในหนูขาวของสาร
สกัดจากกะเม็ง  สารสกัดบวับก สารสกัดกะเม็งผสมพริกไทย  สารสกดับวับกผสมพริกไทย  และ
ส่วนประกอบของสารสกัดทัง้สามตัวท าการเตรียมตัวอย่างแต่ละชนิดที่ความเขม้ขน้ 10 mg/mL
พบว่าสว่นประกอบของสารสกดัทัง้สามตวัใหฤ้ทธิ์ในการตา้นอนุมลูอิสระ  และสมานแผลไดดี้ท่ีสดุ 
(Patel, Rai, & Mishra, 2019) 



 

บทที ่3 
วิธีการด าเนินการวิจัย 

 
ในการวิจยัครัง้นี ้ผูว้ิจยัไดด้  าเนินการตามขัน้ตอนดงันี ้

1. วสัด ุอปุกรณ ์เครื่องมือ และสารเคมีที่ใชใ้นการวิจยั 
2. การเตรียมตวัอย่างสารในการวิจยั 
3. การวิเคราะหท์ดสอบ 
4. การวิเคราะหข์อ้มลู  
5. วิธีการด าเนินการวิจยั และเก็บขอ้มลู 
6. ระยะเวลาด าเนินการวิจยั และแผนการด าเนินการวิจยัตลอดโครงการ 

 
1. วัสดุ อุปกรณ ์เคร่ืองมือ และสารเคมีทีใ่ช้ในการวิจัย 

1.1 วัสดุ อุปกรณ ์เคร่ืองมือ 
- autoclave     (TOMY SX-500, Japan) 
- CO2 Incubator     (New Brunswick, England) 
- hot air oven     (Wise Mix VM-10, Korea) 
- HPLC-UV    (YL, Korea) 
- biosafety cabinet   (Safe FAST Classic 212, Italy) 
- micropipette      (Proline,USA) 
- microplate reader   (Molecular Devices,USA) 
- microscope     (Nikon eclipse, Japan) 
- multichannel pipettes    (Proline,USA)  
- pH meter     (Eutech instruments, Singapore) 
- ultrasonic bath     (Hwashin, Korea) 
- UV–Vis spectrophotometer    (Shimadzu, USA) 
- water bath     (Memmert, Germany) 
- zetasizer     (DKSH,Thailand ) 
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1.2 สารเคมี    

- ABTS หรือ 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)   
(Sigma, Canada)  

- acetonitrile ( HPLC grade)   (LiChrosolv, Germany)  
- agar     (Merck, Germany)  
- dimethyl Sulfoxide (DMSO)  (Unilab, Newzealand) 
- DPPH  (2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl) (Sigma, Germany)  
- dulbecco’ modified eagle medium (DMEM) (Corning, USA) 
- absolute ethanol    (EMSURE, Germany)  
- fetal bovine serum (FBS)    (Gibco, USA) 
- MTT assay (3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)  

(Gibco, USA) 
- methanol (HPLC grade)    (EMSURE, Germany)  
- phosphoric acid ( HPLC grade)  (EMSURE, Germany)    
- potassium persulfate (K2S2O8)  (Unilab, Newzealand)   
- quercetin     (Sigma, India) 
- curcumin Purity (HPLC) ≥ 65% (curcuminoids)    

(Sigma, China) 
- sodium pyruvate                              (Gibco, USA) 
- trolox     (Sigma, Russian) 
- trypic soy broth (TSB)   (Bacto, USA) 
- trypsin-EDTA 0.25%     (Gibco, USA) 
- neomycin    (Sichu long march, China) 
- tween 80     (Sigma, Japan) 
- beeswax     (Namsiang, Germany) 
- lecithin      (Namsiang, Germany) 
- carbopol 940     (Namsiang, Germany) 
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1.3 จุลชีพทีใ่ช้ในการทดลอง 
- Staphylococus aureus DMST8013  (Department of Medical Sciences, 

Thailand) 
- Pseudomonas aeruginosa DMST15501 (Department of Medical Sciences, 

Thailand) 
 
2.  การเตรียมตัวอย่างสารในการวิจัย 

2.1 เตรียมตัวอย่างทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทเีรีย (antibacterial activity) 
เตรียมตัวอย่างสารละลาย quercetin และ curcuminoids ที่ละลายใน ethanol ที่

ความเขม้ขน้ 250 µg/mL เตรียมสารละลายผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids ที่ละลาย
ใน ethanol ในอตัราสว่น 1:1, 3:1, 1:3 ที่ความเขม้ขน้ 250 µg/mL 

2.2 เตรียมตัวอย่างส าหรับวิเคราะหฤ์ทธิ์ต้านอนุมูลอิสระดีพีพีเอช (DPPH•) และ
เอบีทเีอส (ABTS•+) 

เตรียมสารตวัอย่างสารละลาย quercetin และ curcuminoids ที่ละลายใน ethanol 
ที่ความเขม้ขน้ 3.125–100  µg/mL ส าหรบัวิเคราะหดี์พีพีเอช (DPPH•)   

เตรียมสารละลาย quercetin ที่ละลายใน ethanol เขม้ขน้ 3.125 - 50 µg/mL และ
สารละลาย curcuminoids ที่ละลายใน ethanol เขม้ขน้ 12.5-200 µg/mL ส  าหรบัวิเคราะหเ์อบีที
เอส (ABTS•+) 

เตรียมตัวอย่างสารละลายผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids ใน ethanol 
ที่อตัราสว่น 1:1, 3:1 และ 1:3 ที่ความเขม้ขน้ 6.25-100 µg/mL  

เตรียมสารละลาย DPPH ความเขม้ขน้ 0.6 mM โดยการชั่ง DPPH มา 9.48 mg ใส่
ลงใน volumetric flask ขนาด 40 mL ปรับปริมาตรด้วย  ethanol จนครบ 40 mL จากนั้นหุ้ม
ภาชนะดว้ยฟอยลอ์ลมูิเนียมเพื่อปอ้งกนัแสง 

เตรียมสารละลาย positive control โดยใช้  trolox  ละลายใน  ethanol ที่ความ
เขม้ขน้ 3.125-150 µg/mL   

เตรียมสารละลาย ABTS radical solution ที่ประกอบไปด้วยสารละลาย 7 mM 
ABTS ละลายในน า้กลั่นและส่วนที่สองเตรียมสารละลาย 2.45 mM K2S2O8 ละลายในน า้กลั่น 
ผสมส่วนที่หนึ่งและสองเขา้ดว้ยกนั  ในอตัราส่วน 1:1 incubate ในที่มืดที่อณุหภูมิหอ้ง 24 ชั่วโมง
หลงัจากนัน้เจือจางดว้ย ethanol ในอตัราส่วน 1:19 (50 mL : 950 mL) แลว้น าไปวดัค่าดกูลืนแสง
ใหอ้ยู่ในช่วง 0.7±0.02 ที่ความยาวคลื่น 734 nm 
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2.3 เตรียมตัวอย่างทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxicity test) ด้วยวิธี  
MTT assay 

2.3.1 เตรียม stock quercetin และ stock curcuminoids ที่ความเขม้ขน้ 2 mg/mL 
โดยชั่ง 10 mg มาละลายใน DMSO  5 mL  

2.3.2 น า  stock quercetin แล ะ  stock curcuminoids ม า เต รีย ม ส ารล ะล าย 
quercetin และ curcuminoids ที่ความเข้มข้น 25, 12.5, 10, 7.5 และ 5 µg/mL (DMSO สูงสุด
เขม้ขน้ 1.25% v/v) 

2.3.3 เตรียมสารละลายผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids ใน DMSO ที่
อตัราสว่น 1:1, 3:1 และ 1:3 ที่ความเขม้ขน้ 25, 12.5, 10 ,7.5 และ 5 µg/mL 

2.4 เตรียมตัวอย่างทดสอบการเคล่ือนทีข่องเซลล ์(scratch assay) 
2.4.1 เตรียม stock quercetin และ stock curcuminoids ที่ความเขม้ขน้ 2 mg/mL

โดยชั่ง 10 mg มาละลายใน DMSO 5 mL  
2.4.2 น า  stock quercetin แล ะ  stock curcuminoids ม า เต รีย ม ส ารล ะล าย 

quercetin และ curcuminoids ที่ความเขม้ข้น 7.5 และ 5 µg/mL (DMSO สูงสุดเข้มข้น 1.25% 
v/v)  

2.4.3 เตรียมสารละลายผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids ใน DMSO ที่
อตัราสว่น 1:1, 3:1 และ 1:3 ที่ความเขม้ขน้ 7.5 และ 5 µg/mL (DMSO สงูสดุเขม้ขน้ 1.25% v/v) 

2.5 เตรียมตัวอย่างส าหรับวิเคราะห ์HPLC-UV method 
เต รีย ม เฟ ส เคลื่ อ น ที่  (mobile phase) โด ย เต รีย ม  acetonitrile แ ล ะ  0.1 % 

phosphoric acid กรองผ่านเยื่อแผ่นไนลอนขนาด 0.45 µm  โดยใชชุ้ดขวดแกว้ใชป๊ั้มสญุญากาศ 
(vacuum filter set) ในอตัราสว่น 4:6 (acetonitrile:0.1 % phosphoric acid)  

เตรียมตัวอย่างสารผสมวิเคราะหด์ว้ย UV–Vis spectrophotometer โดยการเตรียม 
สารละลาย quercetin และ curcuminoids ที่ความเขม้ขน้ 200 µg/mL ใน ethanol แลว้ pipet มา
อย่างละ 1 mL ใสใ่น volumetric flask ปรบัปรมิาตรดว้ยเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) 

เตรียมตวัอย่างสารผสมวิเคราะห ์HPLC โดยการเตรียม stock quercetin, stock 
curcuminoid  ที่ความเขม้ขน้  200 µg/mL ใน ethanol และ stock SLN base  ที่มีสว่นประกอบ
ของ tween 80, beeswax, lecitin และ Carbopol 940 โดยการชั่งสว่นที่ละลายในน า้คือ  lecithin 
22.8 mg, Carbopol 940  22.5 mg  น าสารทัง้สองมาผสมกนัแลว้ละลายในน า้กลั่น 20 mL 
หลงัจากนัน้น าส่วนที่สองซึ่งเป็นสว่นที่ไม่ละลายน า้คือ beeswax 36 mg ผสมกบั tween 80 1 mL 
และใหค้วามรอ้นละลายใหเ้นือ้เดียวกนัแลว้จึงเติม methanol 30 mL หลงัจากนัน้ผสมสว่นที่หนึ่ง
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และสว่นที่สองใน volumetric flask ขนาด 100 mL  แลว้ปรบัปรมิาตรดว้ย methanol น า stock 
quercetin , stock curcuminoid และ stock SLN base ที่เตรียมไวม้าผสมกนัที่มีความเขม้ขน้
ของ quercetin และ curcuminoid เท่ากบั 2, 4, 8, 12, 16 และ 20 µg/mL โดยปรบัปรมิาตรดว้ย 
methanol 

สภาวะที่ใชใ้นการวิเคราะหท์ดสอบ การแยกโครมาโตรแกรมใชเ้ฟสเคลื่อนที่ (mobile 
phase) คือ acetonitrile (HPLC grade ยี่ห้อ LiChrosolv):0.1 % phosphoric acid (AR grade 
ยี่หอ้ RCI Labscan) (40 %:60 % v/v) แบบสัดส่วนคงที่ตลอดการวิเคราะห ์(isocratic elution)  
ใช้ค อลัม น์  ACE 5 C18-AR (1 50  mm×4 .6mm ID.:5  mm) โด ย ใช้อั ต ราก ารไห ลที่  1.3 
mL/minutes ที่อณุหภูมิ 35 °C และวดัผลที่ความยาวคลื่น 390 นาโนเมตร ปรมิาตรที่ใชใ้นการฉีด
ของสารแต่ละชนิดคือ 20 µl ระยะเวลาในการฉีดแต่ละเข็มเท่ากบั 20 นาที สารละลายและน า้กลั่น
ถูกกรองผ่านเยื่อแผ่นไนลอนขนาด 0.45 µm โดยใชชุ้ดขวดแกว้โดยใชป๊ั้มสูญญากาศ HPLC รุ่น 
Vacuum degasser YL9100 Column compartment YL 9130 Temperature 4 °C (Cooling) – 
90 °C 
 
3. การวิเคราะหท์ดสอบ 

3.1 ทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทเีรีย (antibacterial activity) 
3.1.1 วิธี disc diffusion  method  (ท าการทดสอบ n = 3, 3 ซ า้) 

3.1.1.1 เลีย้งเชือ้โดยเตรียมอาหาร trypic soy broth (TSB) 5 mL ท าการ 
subculture เชือ้ S. aureus และ P. aeruginosa น าไป incubate ที่อณุหภมูิ 37 °C จนครบ 18 
ชั่วโมง 

3.1.1.2 เตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ละลาย agar ในอตัราสว่น TSB 3 g, agar 1.5 g 
และ ultrapure water 100 mL น าไป autoclave เพื่อท าใหป้ราศจากเชือ้ที่ 121 °C เป็นเวลา 15 
นาท ีหลงัจากนัน้รอใหอ้ณุหภมูิลดลง 50-60 °C เทลงในจานเพาะเชือ้ (petri dish) รอใหอ้าหาร
เย็นตวัลงที่อณุหภมูิหอ้งจะกลายเป็นอาหารแข็ง   

3.1.1.3 หยดสารละลาย quercetin, curcuminoids, สารละลายผสมระหว่าง 
quercetin และ curcuminoids, positive control, negative control (solvent control) ปรมิาตร 
20 µl ลงบน paper disc แลว้รอจนตวัท าละลายแหง้จากนัน้วางบนอาหารที่มีการ spread เชือ้
เตรียมไวเ้พื่อดกูารยบัยัง้เชือ้ incubate ที่อณุหภมูิ 37 °C จนครบ 18 ชั่วโมง 

3.1.1.4 วดัขนาด inhibition zone ที่เกิดขึน้รายงานผลเป็นค่าเฉลี่ยเสน้ผ่าน
ศนูยก์ลาง (mm) 
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3.1.2 วิธี Broth dilution test (ท าการทดสอบ n = 3, 3 ซ า้) 
3.1.2.1 เลีย้งเชือ้โดยเตรียมอาหาร trypic soy broth (TSB) 5 mL ท าการ 

subculture เชือ้ S. aureus และ P. aeruginosa น าไป incubate ที่อณุหภมูิ 37 °C จนครบ 18 
ชั่วโมง 

3.1.2.2 หยดสารละลาย quercetin, curcuminoids, สารละลายผสมระหว่าง 
quercetin และ curcuminoids, positive control, negative control (solvent control) ที่แขวน
ตะกอนในอาหารเลีย้งเชือ้ปริมาตร 100 µl ลงใน well plate 

3.1.2.3 หยดสารแขวนตะกอนของเชือ้ 5% v/v ในอาหารลงไปใน well ปรมิาตร 
100 µl ที่มีสารทดสอบอยู่บ่มเชือ้ที่อณุหภมูิ 37 °C จนครบ 18 ชั่วโมง 

3.1.2.4 แปลผลจากหลอดสดุทา้ยที่ไม่มีจลุินทรียเ์จรญิหรืออาหารเลีย้งเชือ้ใน
หลอดใสไม่ขุ่น โดยถือว่าความเขม้ขน้ดงักลา่วเป็นความเขม้ขน้ต ่าสดุที่สามารถยบัยัง้จลุินทรียไ์ด ้
(MIC) 

3.2 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยใช้วิธีดีพีพีเอช (DPPH•) และเอบีทเีอส (ABTS•+) 
3.2.1 ขัน้ตอนการทดสอบวิธีการท าลายอนมุลูอิสระดีพีพีเอช (DPPH•) 

3.2.1.1. เตรียมสารละลาย DPPH ใน ethanol ที่ความเขม้ขน้ 0.6 mM จากนัน้
หุม้ภาชนะดว้ยฟอยลอ์ลมูิเนียมเพื่อปอ้งกนัแสง 

3.2.1.2 ผสมสารละลายตวัอย่างสารละลาย quercetin, curcuminoids, 
สารละลายผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids, positive control และ Negative control 
100 µl กบัสารละลาย DPPH 100 µl ลงใน 96 well plate ทิง้ไว ้30 นาทีที่อณุหภมูิหอ้ง ท า
เปรียบเทียบกบั blank และ positive control เติมสารต่าง ๆ  

3.2.1.3 วดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 nm โดยใชเ้ครื่อง 
microplate reader 

3.2.1.4 ค านวณหาค่า % Inhibition ความสามารถในการก าจดัอนมุลูอิสระดว้ย
ค่า IC50, TEAC 

การค านวณ % Inhibition 
 

% Inhibition = 
Ablank - (Asample – Ablank sample)

Ablank 
 x 100 

 
Ablank คือ ค่าการดดูกลืนแสงของสารละลาย DPPH ที่วดัได ้
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Asample คือ ค่าการดดูกลืนแสงของสารตวัอย่างผสมกบั DPPH ที่วดัได ้ 
Ablank sample คือ ค่าการดดูกลืนแสงของสารตวัอย่างที่วดัได ้

 
IC50 คือ ความเขม้ขน้ของสารที่สามารถยบัยัง้อนมุลูอิสระได ้50 % ค านวณได้

จากสรา้งกราฟสมการเสน้ตรงระหว่างความเขม้ขน้ของสารและ % Inhibition แทนค่าในสมการ
เสน้ตรงโดยใหค่้า Y มีค่าเท่ากบั 50  

TEAC คือ ความสามารถในการตา้นอนมุลูอิสระของสารมาตรฐาน trolox เทียบ
กบัสารตวัอย่างถา้ค่าที่ไดม้ีค่าเท่ากบั 1 แสดงว่าสารตวัอย่างมีความสามารถในการตา้นอนมุลู
อิสระเทียบเท่าสารมาตรฐานถา้มากว่า 1 แสดงว่ามีความสามารถในการตา้นอนมุลูอิสระมากกว่า
สารมาตรฐานในทางกลบักนัถา้นอ้ยกว่า 1 แสดงว่ามีความสามารถในการตา้นอนมุลูอิสระนอ้ย
กว่า โดยหาไดจ้ากสมการ 

 

TEAC = 
IC50 trolox

IC50 sample
  

 
IC50 trolox คือ ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน trolox ที่สามารถยบัยัง้อนมุลู

อิสระได ้50 %  
IC50 sample คือ ความเขม้ขน้ของสารตวัอย่างที่สามารถยบัยัง้อนมุลูอิสระได ้ 

50 %   
 

  3.2.2 ขัน้ตอนการทดสอบวิธีการฟอกสีอนมุลูอิสระเอบีทีเอส (ABTS•+) 
3.2.2.1 ทดสอบฤทธิ์การตา้นอนมุลูอิสระโดยเติมสารละลายตวัอย่าง quercetin, 

curcuminoids, สารละลายผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids, positive control และ 
negative control 20 µl ลงใน 96 well plate และเติม ABTS radical solution 180 µl 

3.2.2.2 น าไป incubate ที่อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 15 นาที  
3.2.2.3 ท าการทดลอง แต่ละตวัอย่างที่เป็นอิสระต่อกนั 3 ครัง้ แต่ละครัง้ ท า 3 

ซ า้ โดยชนิดที่เติมชนิดสารและปรมิาณสารที่ใสใ่นแต่ละหลมุ 
3.2.2.4 ดกูารยบัยัง้การเกิดอนมุลูอิสระดว้ย microplate reader ที่ความยาว

คลื่น 735 nm  
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3.2.2.5. ค านวณหาค่า % Inhibition ความสามารถในการก าจดัอนมุลูอิสระดว้ย
ค่า IC50, TEAC 

 

% Inhibition = 
Ablank - (Asample – Ablank sample)

Ablank 
 x 100 

 
Ablank คือ ค่าการดดูกลืนแสงของสารละลาย ABTS ที่วดัได ้
Asample คือ ค่าการดดูกลืนแสงของสารตวัอย่างผสมกบั ABTS ที่วดัได ้ 
Ablank sample คือ ค่าการดดูกลืนแสงของสารตวัอย่างที่วดัได ้

C50 คือ ความเขม้ขน้ของสารที่สามารถยบัยัง้อนมุลูอิสระได ้50 % ค านวณได้
จากสรา้งกราฟสมการเสน้ตรงระหว่างความเขม้ขน้ของสารและ % Inhibition แทนค่าในสมการ
เสน้ตรงโดยใหค่้า Y มีค่าเท่ากบั 50  

TEAC คือ ความสามารถในการตา้นอนมุลูอิสระของสารมาตรฐาน trolox เทียบ
กบัสารตวัอย่างถา้ค่าที่ไดม้ีค่าเท่ากบั 1 แสดงว่าสารตวัอย่างมีความสามารถในการตา้นอนมุลู
อิสระเทียบเท่าสารมาตรฐานถา้มากว่า 1 แสดงว่ามีความสามารถในการตา้นอนมุลูอิสระมากกว่า
สารมาตรฐานในทางกลบักนัถา้นอ้ยกว่า 1 แสดงว่ามีความสามารถในการตา้นอนมุลูอิสระนอ้ย
กว่า โดยหาไดจ้ากสมการ 

 

TEAC = 
IC50 trolox

IC50 sample
 

 
IC50 sample คือ ความเขม้ขน้ของสารตวัอย่างที่สามารถยบัยัง้อนมุลูอิสระได ้ 

50 %   
IC50 trolox คือ ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน trolox ที่สามารถยบัยัง้อนมุลู

อิสระได ้50 %   
3.3 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล ์

3.3.1 การเตรียมอาหารเลีย้งเซลล ์
3.3.1.1 ชั่ง DMEM 3.7 g ผสมกบั Sodium  bicarbonate 2.3 g ใสใ่นบีกเกอร์

ขนาด 1,000 mL ละลายดว้ย deionized water 990 mL 
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3.3.1.2 เติม penicillin-streptomycin solution ที่มี penicillin 10,000 U/mL 
และ streptomycin  10,000 µg/mL 10 mL 

3.3.1.3 แบ่ง DMEM ที่เตรียมเป็น 500 mL และ 450 mL (450 mL ส าหรบัเติม 
FBS) 

3.3.1.4 น า DMEM มา 450 mL เติม FBS 50 mL (คิดเป็น 10 % ของปรมิาตร) 
3.3.1.5 น าไปกรองใน biohazard safety cabinet type II ดว้ย sterile 

disposable filter units ดว้ยแผ่นกรองที่มีเสน้ผ่านศนูยก์ลาง 0.22 µm 
3.3.2 การเตรียม phosphate buffer saline  pH 7.4 

3.3.2.1 น า phosphate buffer saline tablet เขม้ขน้ 0.1 M จ านวน 5 เม็ด มา
ละลาย ดว้ย deionized water 500 mL   

3.3.2.2 น าไปกรองใน biohazard safety cabinet type II ดว้ย sterile 
disposable filter units เสน้ผ่านศนูยก์ลาง 0.22 µm  

3.3.3 การ subculture cell 
3.3.3.1 ใชปิ้เปตดดูอาหารเลีย้งเซลลใ์นฟลาสต ์(flask) ออกลา้งเซลลด์ว้ย 

phosphate buffer saline ปรมิาตร 10 mL  
3.3.3.2 เติม 0.25 % trypsin ปรมิาตร 3 mL ลงไปในเซลลบ์่มไวใ้น 5 % CO2 

incubate ที่อณุหภมูิ 37 °C เป็นเวลา 3 นาที   
3.3.3.3 เติมอาหารเลีย้งเซลลป์รมิาตร 10 mL เขา้ไป และปิเปตใส่ centrifuge  

tube ขนาด 50 mL นบัจ านวนเซลลโ์ดยใช ้hemocytometer  
3.3.3.4 หลงัจากเติมอาหารเลีย้งเซลลน์ าเซลลใ์สล่งไปในฟลาสต ์(flask) บ่มไวท้ี่ 

5 % CO2 incubate ที่มีอณุหภมูิ 37 °C    
3.3.3.5 เปลี่ยนอาหารอาหารเลีย้งเซลลท์กุ 2-3 วนัในช่วงแรก พอเซลลเ์ริ่มโตจะ

เปลี่ยนสปัดาหล์ะ 2-3 ครัง้ และคอยสงัเกตปรมิาณของเซลลภ์ายในฟลาสต ์(flask) เมื่อมีปรมิาณ
เซลล ์80 % จะท าการ subculture cell อีกครัง้เนื่องจากถา้ภายในฟลาสต ์(flask) มีปรมิาณเซลล์
มากเกินไปอาจท าใหเ้ซลลท์ี่เลีย้งตายได ้

3.3.4 การทดสอบความเป็นพิษ (cytotoxicity) 
3.3.4.1 ใชปิ้เปตดดูอาหารเลีย้งเซลลใ์นฟลาสต ์(flask) ออกลา้งเซลลด์ว้ย 

phosphate buffer saline ปรมิาตร 10 mL 
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3.3.4.2 เติม 0.25 % trypsin ปรมิาตร 3 mL ลงไปในเซลลบ์่มไวใ้น 5 % CO2 
incubate ที่อณุหภมูิ 37 °C เป็นเวลา 3 นาที   

3.3.4.3 เติมอาหารเลีย้งเซลลป์รมิาตร 10 mL เขา้ไป และปิเปตใส่ centrifuge 
tube ขนาด 50 mL นบัจ านวนเซลลโ์ดยใช ้hemocytometer 

3.3.4.4 ปรบัปรมิาตรดว้ยอาหารเลีย้งเซลลจ์นไดค้วามเขม้ขน้ของเซลลท์ี่ 8,000 
cells/mL 

3.3.4.5 เติมเซลลล์งไปใน 96 well plate ปรมิาตร 100 µl ต่อหลมุทัง้หมด 96 
หลมุ น าไปบ่มไวใ้น 5 % CO2 incubate ที่อณุหภมูิ 37 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  

3.3.4.น าอาหารเลีย้งเซลลอ์อกจากเพลทเติมสารที่ต้องการทดสอบลงไปในเซลล ์
ไดแ้ก่ quercetin และ curcuminoids ใน DMSO ที่ความเขม้ขน้ 25,12.5, 10 ,7.5 และ 5 µg/mL 
สารผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoidsใน DMSO ที่อตัราส่วน 1:1, 3:1 และ 1:3 ที่ความ
เขม้ขน้ 25, 12.5, 10 ,7.5 และ 5 µg/mL, DMSO 2.5 % อย่างละ 100 µl น าไปบ่มไวใ้น 5 % CO2 

incubate ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก่อนครบ 24 ชั่วโมง เป็นเวลา 1 ชั่วโมงเติม 3% 
hydrogen peroxide ปรมิาตร 100  µl (negative control)   

3.3.4.7 เมื่อครบ 24 ชั่วโมงปิเปตดดูสารทดสอบออกเติมสารละลาย MTT ใน
เซลลท์ี่ความเขม้ขน้ 0.5 mg/mL ปรมิาตร 100 µl ลงไปทุกหลมุ บ่มเซลลใ์น 5 % CO2 incubate ที่
อณุหภมูิ 37 °C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

3.3.4.8 ดดูสารละลาย MTT ออกแลว้เติม DMSO ปรมิาตร 100 µl เพื่อละลาย 
formazan จากนัน้น าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 nm ดว้ยเครื่องวดัค่าการ
ดดูกลืนแสงชนิดไมโครเพลท หลงัจากนัน้ท าการบ่มต่อใน medium เป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง
แลว้ท าการวดัค่าการดดูกลืนแสงดว้ยเครื่องวดัค่าการดดูกลืนแสงชนิดไมโครเพลททกุครัง้ 

3.3.4.9. ค านวณหารอ้ยละการรอดชีวิตของเซลลจ์ากสตูรต่อไปนี ้
 

รอ้ยละการรอดชีวิตของเซลล ์(% cell viability) = 
A550 sample

A550 control 
 x 100 

 
A550 sample คือ ค่าดูดกลืนแสงของเซลลท์ี่ทดสอบกับสารตัวอย่างที่ความยาวคลื่น 

550 nm 
A550 control คือ ค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์ในอาหารเลีย้งเซลล์ที่ความยาวคลื่น   

550 nm 
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3.4 การทดสอบผลของเควอเซทิน (quercetin) และเคอร์คูมินอยด์ (curcuminoids)  
ต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์ (scratch assay) 

3.4.1 ใช้ปิเปตดูดอาหารเลีย้งเซลล์ออกล้างเซลล์ด้วย phosphate buffer saline 
ปรมิาตร 10 mL   

3.4.2 เติม 0.25 % trypsin ปรมิาตร 3 mL ลงไปในเซลลบ์่มไวใ้น 5% CO2 incubate
ที่อณุหภมูิ 37 °C เป็นเวลา 3 นาที   

3.4.3 เติมอาหารเลีย้งเซลลป์รมิาตร 10 mL และปิเปตใส ่centrifuge tube ขนาด 50 
mL นบัจ านวนเซลลโ์ดยใช ้hemocytometer 

3.4.4 ปรับปริมาตรด้วยอาหารเลีย้งเซลล์จนได้ความเข้มข้นของเซลล์ที่  30,000 
cells/mL 

3.4.5. เติมเซลล์ลงไปใน 24 well plate ปริมาตร 500 µl ต่อหลุมน าไปบ่มใน 5% 
CO2 incubate ที่อณุหภมูิ 37 °C จนเจรญิเป็น monolayer 

3.4.6 ดูดอาหารเลีย้งเซลลอ์อก scratch cell โดยใช ้SPLScar™ Scratcher ขีดลง
ไปบรเิวณตรงกลางทกุหลมุ สอ่งดดูว้ยกลอ้งจลุทรรศนเ์พื่อตรวจสอบรอยที่ scratch  

3.4.7 ดูดอาหารเลีย้งเซลล์ออกเพื่อล้างเศษของเซลล์ที่ลอยอยู่ด้านบนแล้วเติม
อาหารเลีย้งเซลลท์ี่ไม่มีซีรั่มลงไปปรมิาตร 500 µl ต่อหลมุ 

3.4.8 ถ่ายภาพรอยขีดตรงกลางของแต่ละหลมุดว้ยกลอ้งจลุทรรศน ์(Nikon eclipse) 
3.4.9 ดดูอาหารเลีย้งเซลลท์ี่ไม่มีซีรั่มออกเติมสารที่ตอ้งการทดสอบลงไป quercetin, 

curcuminoids, สารละลายผสมระหว่าง  quercetin และ curcuminoids, DMSO 2.5 %  v/v, 
DMEM ดังในภาพประกอบที่ 12 หลุมละ 500 µl น าไปบ่ม 5% CO2 incubate ที่อุณหภูมิ 37 °C 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
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ภาพประกอบ 12 แสดงการสารทดสอบใน 24 well plate 
 

3.4.10 เมื่อครบเวลาถ่ายภาพเซลลบ์รเิวณที่ scratch ที่เวลา 24 ชั่วโมง 
3.4.11 น าภาพที่ ได้ไปวัดระยะห่างของเซลล์ด้วยโปรแกรม image J และน าไป

ค านวณหารอ้ยละการเคลื่อนที่ของเซลลจ์ากสตูร 
 
รอ้ยละการเคลื่อนที่ของเซลล ์(% wound closure) =  

พืน้ที่ระยะห่างของเซลลใ์นวนัแรก − พืน้ที่ระยะห่างของเซลลใ์นวนัถดัไป

พืน้ที่ระยะห่างของเซลลใ์นวนัแรก
 

 
3.5 การทดสอบหาความยาวคล่ืนที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ด้วย UV–Vis 

spectrophotometer  
น าตัวอย่างที่เตรียมไวไ้ปวิเคราะหด์ว้ยเครื่อง  UV–Vis spectrophotometer ที่ความ

ยาวคลื่น 200-800 นาโนเมตร เพื่อหาความยาวคลื่นที่เหมาะสมที่จะน าไปวิเคราะห ์HPLC 
3.6 การทดสอบ HPLC-UV method  

วิ เคราะห์ system suitability test (SST) เป็นการทดสอบเพื่ อพิ สูจน์ว่าระบบ         
โครมาโทกราฟีที่ใชม้ีความสามารถในการแยก (resolution) และการวิเคราะหใ์หผ้ลเหมือนเดิมทุก
ครั้ง (reproducibility)  โดยการน าตัวอย่างสารผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids ที่
ความเข้มข้น 20 µg/mL ฉีดเข้าเครื่อง HPLC จ านวน 6 ซ ้า และหาเปอร์เซ็นต์ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐานสมัพัทธ์ (% RSD) ทัง้ของพืน้ที่พีค (peak area) และเวลาของสาร (tR, Retention time) 
จากสมการ (กรกนก สวุรรณราช, 2018) 
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SD = √
∑(𝑋𝑖−(�̅�)) 

2

𝑛−1
− 

       % RSD =  
𝑆𝐷

�̅�
 x 100 

 
ตาราง 2 แสดงเกณฑม์าตรฐาน ICH guideline 2005 ของ System Suitability Test (SST)  
(ICH Harmonised tripartite guideline, 2005) (Ravisankar, Navya, Pravallika, & Sri, 2015) 
 

พารามิเตอร ์ เกณฑม์าตรฐาน USP 
N (Number of theoretical plates) > 2000 

R (resolution) >1.5 

% RSD (Relative standard deviation) <2% (n =6)  

Peak symmetry <2 

  
ทดสอบความเป็นเสน้ตรงและช่วงของการวิเคราะห ์( linearity and Range) น าตัวอย่าง

สารผสมความเข้มข้น 2, 4, 8, 12, 16 และ 20 µg/mL  วิเคราะห์ด้วย HPLC โดยการฉีดสาร
ปรมิาตร 20 µl ระยะเวลาในการฉีดแต่ละเข็มเท่ากบั 20 นาท ีเพื่อหาสมการเสน้ตรงซึ่งตอ้งมีค่า R² 
ตอ้งไม่ต ่ากว่า 0.995 (AOAC guideline for single laboratory, 2002) 

ขีดจ ากัดการตรวจพบ (limits of detection, LOD) และขีดจ ากัดการหาปริมาณ (limits 
of quantification, LOQ) น าตัวอย่างสารผสมความเข้มข้น  2, 4, 8, 12, 16 และ 20 µg/mL  
วิเคราะหด์ว้ย HPLC โดยการฉีดสารปริมาตร 20 µl ฉีดติดต่อกนั 3 วนั ระยะเวลาในการฉีดแต่ละ
เข็มเท่ากับ 20 นาที  เพื่อหาสมการเสน้ตรงจ านวน 3 วันแลว้ค านวณหาค่า LOD และ LOQ จาก
สมการ  

 

Limits of detection, LOD   LOD= 
SDintercept × 3.3

X̅slope 
  

 

Limits of quantification, LOQ LOQ = 
SDintercept × 10

X̅slope 
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การทดสอบความถูกต้องของระบบ (accuracy) น าสารละลายผสมระหว่าง             
เควอเซทินและเคอรค์มูินอยด์ที่ความเขม้ขน้ 4, 12 และ 20 µg/mL ทดสอบซ า้ 3 ครัง้เพื่อหาค่า % 
recovery อยู่ในช่วง 85-110% (AOAC guideline for single laboratory, 2002) 

ทดสอบความเที่ยงตรง (precision) น าสารละลายผสมระหว่างเควอเซทินและเคอรค์ู
มินอยดท์ี่ความเขม้ขน้ 4, 12 และ 20 µg/mL ทดสอบซ า้ 3 ครัง้ในวนัเดียวกนั (intra-day) ทดสอบ 
3 ครัง้  ติดต่อกัน 3 วนั (inter-day) เพื่อหาความเที่ยงตรง (precision) โดยพิจารณาจาก % RSD 
ไม่ควรเกิน 8%  

 
4. การวิเคราะหข์้อมูล  

4.1 ใชส้ถิติเชิงพรรณนาโดยวิเคราะหห์าค่าเฉลี่ย ค่าสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน รอ้ยละ 
4.2 ขอ้มูลเปรียบเทียบระหว่าง 2 กลุ่ม ดว้ยโปรแกรม SPSS Statistics โดยใช ้one-way 

ANOVA ประเมินการเปรียบเทียบขอ้มลูเซิงปรมิาณ p-value 0.05   
4.3 การน าเสนอขอ้มลูเป็นรูปภาพ แผนภมูิแท่ง กราฟเสน้และตาราง 

 

5. วิธีการด าเนินการวิจัย และเก็บข้อมูล 
ท าการด าเนินการวิจัยในห้องปฏิบัติการ คณะเภสัชศาสตร ์มหาวิทยาลัยศรีนครินทร 

วิโรฒ ต าบลองครกัษ ์อ าเภอองครกัษ ์จงัหวดันครนายก 
 
 



 

 
บทที ่4 

ผลการทดลองและวิจารณผ์ลการทดลอง 
 

จากการศึกษาวิจัยฤทธิ์ต้านเชือ้แบคทีเรีย ฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระ ฤทธิ์สมานแผล และ
ความเป็นพิษของสารผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids เพื่อใชก้ าหนดความเขม้ขน้ของ
สารผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids ในต ารับ และสามารถน าการพัฒนาและ
ตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะหไ์ปใชใ้นการควบคมุคณุภาพผลิตภณัฑท์ี่มี quercetin และ 
curcuminoids เป็นองคป์ระกอบจึงท าการศกึษาวิจยัดงันี ้

1. ทดสอบฤทธิ์ตา้นแบคทีเรีย (antibacterial activity) 
2. ฤทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระโดยใชวิ้ธีดีพีพีเอช (DPPH•) และเอบีทีเอส (ABTS•+) 
3. การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล ์
4. การทดสอบผลของ quercetin และ curcuminoids ต่อการเคลื่อนที่ของเซลล ์

(scratch assay) 
5. การทดสอบ HPLC-UV method 
จากการทดลองไดผ้ลการทดลองดงันี ้
 

1. ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทเีรีย (antibacterial activity) 
จากการทดลองฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย (antibacterial activity) ของสาร quercetin และ 

curcuminoids และสารละลายผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids เพื่อศึกษาการยับยัง้
การเจริญของเชือ้ S. aureus DMST 8013 และ P. aeruginosa DMST 15501 ซึ่งเป็นเชือ้ที่พบใน
บาดแผลที่ท าใหบ้าดแผลเกิดการอักเสบและขัดขวางกระบวนการหายของบาดแผลดว้ยวิธี disc 
diffusion method เพื่อใหท้ราบว่าตัวอย่างที่ท าการทดสอบมีความสามารถในการตา้นเชื่อทั้ง 2 
ชนิดหรือไม่จากกการทดลองไดผ้ลการทดลองดงันี ้

จากตาราง 3 แสดงฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย S. aureus DMST 8013 และ P. aeruginosa 
DMST 15501 ของ quercetin และ curcuminoids ที่ใชต้ัวท าละลายคือ ethanol โดยใช ้positive 
control คือ neomycin  จากการทดลองพบว่า quercetin และ curcuminoids ที่ความเขม้ขน้ 250 
µg/mL ไม่มีค่าเฉลี่ยเสน้ผ่านศูนยก์ลางของบริเวณที่เชือ้ถูกยับยั้ง ( inhibition zone) เกิดขึน้จาก
การทดลองนี ้จึงสรุปได้ว่าสารทดสอบ  quercetin และ curcuminoids ไม่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย     
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S. aureus DMST 8013 และ  P. aeruginosa DMST 15501 ซึ่ ง เป็ น ไป ในทิ ศทาง เดีย วกับ 
negative control และมีผลแตกต่างกนักับ positive control อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p≤0.05) 
จากการศึกษางานวิจยัก่อนหนา้นีพ้บว่า curcumin (Sigma, USA) ที่ความเขม้ขน้ 219, 217 และ 
175 µg/mL มีความสามารถในการตา้นแบคทีเรีย S. aureus (MSSA) ATCC 29213, S. aureus 
(MRSA) ATCC 43300 และ P. aeruginosa ATCC 27853 เมื่อพิจารณาร่วมกับการทดลองใน
ครัง้นีพ้บว่าใชต้วัท าละลายเดียวกนัและความเขม้ขน้จากงานวิจยัอา้งอิงใชค้วามเขม้ขน้ของสารที่
ต  ่ากว่าแต่สามารถยับยัง้เชือ้ทั้งสองชนิดไดซ้ึ่งไม่เป็นไปในทิศทางเดียวกันกับการทดลองอาจสืบ
เนื่ องมาจากการใช้เชื ้อที่ คนละสายพันธ์กันซึ่งเชื ้อที่ ใช้ในการทดลองอาจเกิดการดื ้อ ต่อ 
curcuminoids และพบว่าสารทดสอบที่ใช้มีแหล่งผลิตที่ ต่างกันงานวิจัยอ้างอิงใช้  curcumin 
(Sigma, USA) ในขณะที่ผู ้วิจัยใช้สารทดสอบในครั้งนี ้คือ  curcumin (curcuminoids) (Sigma, 
China) ซึ่งเป็นไปไดว้่าอาจมีผลต่อการยบัยัง้เชือ้ทัง้สองได ้(Hayati et al., 2013) 

จากผลการทดลองในตาราง 4 แสดงฤทธิ์ตา้นแบคทีเรีย S. aureus DMST 8013 และ P. 
aeruginosa DMST 15501 ของสารผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids ที่อตัราสว่น 1:1, 
3:1 และ 1:3 เมื่อไดพ้ิจารณาจากค่าเฉลี่ยเสน้ผ่านศนูยก์ลางของบริเวณที่เชือ้ถูกยบัยัง้ ( inhibition 
zone) พบว่าของสารผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids ที่อัตราส่วน 1:1, 3:1 และ 1:3 
ที่ความเขม้ขน้ 250 µg/mL มีฤทธิ์ตา้นแบคทีเรีย S. aureus DMST 8013 ซึ่งพบว่ามีค่าเฉลี่ยเสน้
ผ่านศูนยก์ลางของบริเวณที่เชือ้ถูกยับยั้ง ( inhibition zone) เท่ากับ 8.78±0.38, 8.33±0.33 และ 
7.22±0.19 mm ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าสารผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids ที่
อัตราส่วน 1:1 และ 3:1 มีฤทธิ์ตา้นแบคทีเรียไดดี้ใกลเ้คียงกันซึ่งถือว่าไม่แตกต่างกัน (p>0.05) 
และพบว่าที่อัตราส่วน 1:3 มีฤทธิ์ตา้นแบคทีเรียไดน้้อยกว่าอัตราส่วน 1:1 และ 3:1 แตกต่างกัน
มากอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p≤0.05) สารผสมที่อัตราส่วน 1:1, 3:1 และ 1:3 มีฤทธิ์ต้าน
แบคทีเรีย P. aeruginosa DMST 15501 โดยมีค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณที่เชือ้ถูก
ยับยั้ง  ( inhibition zone) เท่ ากับ  8.67±0.00, 7.67±0.33 และ 7.06±0.25 mm ตามล าดับ  ที่
อัตราส่วน 1:1 มีฤทธิ์ตา้นแบคทีเรีย P. aeruginosa (DMST 15501) ไดม้ากที่สุดแตกต่างกันกับ
อตัราส่วน  3:1 และ 1:3 อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05)  จากผลดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นว่าสาร
ผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids ที่อัตราส่วน 1:1 มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย S. aureus 
DMST 8013 และ P. aeruginosa DMST 15501 ไดม้ากที่สุด จากค่าการตา้นแบคทีเรียที่อ่านค่า
ไดจ้าก inhibition zone มีค่าน้อยกว่า 9 mm จึงไม่นิยมน ามาหาค่า MIC และอาจจะต้องมีการ
ทดลองใชค้วามเขม้ขน้ที่เหมาะสมกว่านีเ้พื่อใหม้ีค่า inhibition zone กบัเชือ้ทัง้สองชนิดไดม้ากขึน้   
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ตาราง 3  แสดงค่าการทดสอบฤทธิ์ตา้นแบคทีเรีย S. aureus DMST 8013 และ P. aeruginosa 
DMST 15501 ของ quercetin และ curcuminoids 
 

sample 
Conc. 
µg/mL 

S. aureus DMST 8013 (mm) P. aeruginosa DMST 15501 (mm) 
plate  
1 

plate 
2 

plate 
3 

ค่าเฉลี่ย 
±SD 

plate 
1 

plate 
2 

plate 
3 

ค่าเฉลี่ย 
±SD 

Q S 250 0 0 0 0 0 0 0 0 

P 100 
16.00 17.00 16.00 16.33 

±0.58 
12.00 13.00 13.00 12.67 

±0.58 

N 
 

0 0 0 0 0 0 0 0 
C S 250 0 0 0 0 0 0 0 0 

P 100 
16.00 15.00 15.00 15.33 

±0.58 
12.00 12.00 13.00 12.33 

±0.58 

N  0 0 0 0 0 0 0 0 

Q=quercetin, C= curcuminoids, S= sample, P=positive control(neomycin), N=negative 
control (ethanol) 
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ตาราง 4 แสดงค่าการทดสอบฤทธิ์ตา้นแบคทีเรีย S. aureus DMST 8013 และ P. aeruginosa 
DMST 15501 สารละลายผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids ในอตัราส่วน 1:1, 3:1 
และ 1:3 

Q=quercetin, C= curcuminoids, S= Sample, P=positive control(neomycin), N=negative 
control (ethanol) 
 
2. ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระดีพีพีเอช (DPPH•) และเอบีทเีอส (ABTS•+) 

จากการทดลองเพื่อศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระดีพีพี เอช (DPPH•) และเอบีทีเอส 
(ABTS•+ ) ของ  quercetin, curcuminoids และสารละลายผสมระหว่าง  quercetin และ 
curcuminoids ที่อตัราสว่น 1:1, 3:1 และ 1:3 เมื่อท าการศกึษาทดสอบไดผ้ลดงันี ้

sample 
Conc. 
µg/mL 

S. aureus DMST 8013 (mm) P. aeruginosa DMST 15501 (mm) 
plate 
1 

plate 
2 

plate 
3 

ค่าเฉลี่ย 
±SD 

plate 
1 

plate 
2 

plate 
3 

ค่าเฉลี่ย 
±SD 

Q:C 
(1:1) 

S 250 8.33 9.00 9.00 8.78 
±0.38 

8.67 8.67 8.67 8.67 
±0.00 

P 100 15.00 16.00 16.00 15.67 
±0.58 

14.00 13.00 13.0
0 

13.33 
±0.58 

N 
 

0 0 0 0 0 0 0 0 
Q:C 
(3:1) 

S 250 8.67 8.33 8.00 8.33 
±0.33 

7.67 7.33 8.00 7.67 
±0.33 

P 100 14.00 15.00 15.00 14.67 
±0.58 

12.00 13.00 13.0
0 

12.67 
±0.58 

N  0 0 0 0 0 0 0 0 
Q:C 
(1:3) 

S 250 7.00 7.33 7.33 7.22 
±0.19 

6.83 7.00 7.33 7.06 
±0.25 

P 100 15.00 15.00 14.00 14.67 
±0.58 

12.00 12.00 12.0
0 

12.00 
±0.00 

N  0 0 0 0 0 0 0 0 
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2.1 ผลทดลองเพ่ือศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระดีพีพีเอช (DPPH•) 
จากการทดลองเพื่อศึกษาฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระดีพีพีเอช (DPPH•) ของ quercetin, 

curcuminoids และสารละลายผสม quercetin และ curcuminoids ไดผ้ลการทดลองดงันี ้
จากผลการทดลองในตาราง 5 แสดงฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระดีพีพีเอช (DPPH•) ของ 

quercetin, curcuminoids, trolox, และสารละลายผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids ที่
อัตราส่วน 1:1, 3:1 และ 1:3 ด้วยวิธีดีพีพีเอช (DPPH•) พบว่าสารเด่ียว quercetin มีค่า IC50 

เท่ ากับ  8.90 µg/mL และ  curcuminoids มี ค่ า IC50 เท่ ากับ  25.26 µg/mL  แสดงให้ เห็นว่า 
quercetin มีฤทธิ์ตา้นอนุมลูอิสระดีพีพีเอช (DPPH•) ไดม้ากกว่า curcuminoids แตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p≤0.05)   และเมื่อเปรียบเทียบตัวอย่างทดสอบกับสารมาตฐาน Trolox 
พบว่า quercetin และ curcuminoids มีค่า TEAC เท่ากับ 1.39 และ 0.49 ตามล าดับ จะเห็นว่า 
quercetin มีค่า TEAC มากกว่า 1 แสดงให้เห็นว่าเป็นสารที่มีความสามารถในการต้านอนุมูล
อิสระได้ดีกว่าสารมาตฐาน Trolox  เมื่อพิจารณาสารละลายผสมระหว่าง  quercetin และ 
curcuminoids ที่อตัราส่วน 1:1, 3:1 และ 1:3 มีค่า IC50  เท่ากบั 17.79, 18.96 และ 27.14 µg/mL  
ตามล าดับ แสดงใหเ้ห็นว่าสารละลายผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids ที่อัตราส่วน 
1:1, 3:1  มีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระไดดี้และมีค่าที่ใกลเ้คียงกนัและถือว่าไม่แตกต่าง
กัน (p>0.05) เนื่องจากมีอัตราส่วนของ  quercetin เท่ากับและมากกว่า  curcuminoids ใน
ขณะเดียวกันที่ อัตราส่วน 1:3 ที่ มีอัตราส่วนของ  quercetin น้อยกว่า  curcuminoids จึงมี
ความสามารถในการตา้นอนมุลูอิสระนอ้ยกว่าซึ่งแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05) 

 
ตาราง 5 แสดงค่า IC50 และค่า TEAC ของ quercetin, curcuminoids, trolox และสารละลายผสม

ระหว่าง quercetin และ curcuminoids ที่อตัราสว่น 1:1, 3:1 และ 1:3 ดว้ยวิธีดีพีพีเอช (DPPH•) 
 

sample Conc.(µg/mL) IC50 (µg/mL) TEAC 
quercetin 1.500 

8.90 1.39 

3.125 

6.250 

12.500 

25.000 
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ตาราง 5 (ต่อ) 
 

 
  

curcuminoids 3.125 

25.26 0.49 

6.250 

12.500 

25.000 
50.000 
 

Trolox 
 

1.500 

12.39 - 

3.125 

6.250 

12.500 

25.000 
 

Q:C (1:1) 3.125 

17.87 0.69 

6.250 

12.500 

25.000 

30.000 

50.000 
 

Q:C (3:1) 3.125 

18.96 0.65 

6.250 

12.500 

25.000 

30.000 

50.000 
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ตาราง 5 (ต่อ) 
 

 
  

Q:C (1:3) 3.125 

27.14 0.46 

6.250 

12.500 

25.000 

30.000 

50.000 
 

 
2.2 ผลทดลองเพ่ือศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเอบีทเีอส (ABTS•+)  

จากการทดลองเพื่อศึกษาฤทธิ์ตา้นอนุมลูอิสระเอบีทีเอส (ABTS•+) ของ quercetin,  
curcuminoids และสารละลายผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids ไดผ้ลการทดลองดงันี ้

จากผลการทดลองในตาราง 6 แสดงฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระเอบีทีเอส (ABTS•+) ของ 
quercetin, curcuminoids, trolox และสารละลายผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids ที่
อั ต ร า ส่ ว น  1:1, 3:1 แ ล ะ  1:3 พ บ ว่ า  quercetin มี ค่ า  IC50 เท่ า กั บ  1.98 µg/mL  แ ล ะ 
curcuminoids มีค่า IC50 เท่ากบั 3.13 µg/mL  แสดงใหเ้ห็นว่า quercetin มีฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระ
เอบีทีเอส (ABTS•+) มากกว่า curcuminoids ซึ่งแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05) 
เมื่อเปรียบเทียบตัวอย่างทดสอบกับสารมาตฐาน  trolox พบว่า quercetin, curcuminoids มีค่า 
TEAC เท่ากับ 1.90 และ 1.20 ตามล าดับ จะเห็นว่า quercetin และ curcuminoids มีค่า TEAC 
มากกว่า 1 แสดงใหเ้ห็นว่าเป็นสารที่มีความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระไดดี้กว่าสารมาตฐาน 
trolox เมื่อพิจารณาสารละลายผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids ที่อตัราส่วน 1:1, 3:1 
และ 1:3 มีค่า IC50 เท่ากับ 4.40, 3.68 และ 5.22 µg/mL ตามล าดับ แสดงใหเ้ห็นว่าสารละลาย
ผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids ที่อัตราส่วน 1:1, 3:1 มีความสามารถในการต้าน
อนมุลูอิสระไดดี้และมีค่าที่ใกลเ้คียงกนัซึ่งถือว่าไม่แตกต่างกนั (p>0.05) เนื่องจากมีอตัราสว่นของ 
quercetin เท่ากบัและมากกว่า curcuminoids ในขณะเดียวกนัที่อตัราส่วน 1:3 ที่มีอตัราส่วนของ 
quercetin นอ้ยกว่า curcuminoids จึงมีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระนอ้ยกว่าซึ่งมีความ
แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05)  
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จากผลการทดลองฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเอบีที เอส (ABTS•+) และเอบีที เอส 
(ABTS•+) ของ quercetin, curcuminoids และสารละลายผสม ระหว่ า ง  quercetin และ 
curcuminoids ที่อัตราส่วน 1:1, 3:1 และ 1:3 พบว่าทั้งสองวิธีให้ผลไปในทิศทางเดียวกันคือ 
quercetin มีความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระไดดี้ที่สดุในขณะที่การใชส้านผสมอตัราส่วนที่มี
ฤทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระไดดี้คืออตัราสว่น 1:1 และ 3:1  
 
ตาราง 6 แสดงค่า IC50 และค่า TEAC ของ quercetin, curcuminoids, trolox และสารละลาย
ผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids ที่อตัราสว่น 1:1, 3:1 และ 1:3 ดว้ยวิธีเอบีทีเอส 
(ABTS•+) 
 

sample Conc. (µg/mL) IC50 (µg/mL) TEAC 
quercetin 0.313 

1.98 1.90 

0.625 
1.250 
2.500 
5.000 
 

curcuminoids 1.250 

3.13 1.20 

2.500 
5.000 
10.00 
15.00 
 

trolox 1.250 

3.75 - 

2.500 
5.000 
10.000 

15.000 
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ตาราง 6 (ต่อ) 
 

 
  

Q:C 1:1 0.625 

4.40 
 
0.85 
 

1.250 
2.500 
5.000 
6.000 
10.00 
 

Q:C 3:1 0.625 

3.68 1.02 

1.250 
2.500 
5.000 
6.000 
10.000 
 

Q:C 1:3 0.625 

5.22 0.72 

1.250 
2.500 
5.000 
6.000 
10.00 
 

  

3. ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล ์(Cytotoxicity test) ด้วยวิธี MTT assay ต่อเซลล ์
(HDFb)  

จากการศึกษาความเป็นพิษของของสารละลาย  quercetin, curcuminoids และ
สารละลายผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids ที่อัตราส่วน 1:1, 3:1 และ 1:3 ต่อเซลล ์
HDFb ดว้ยวิธี MTT assay ไดผ้ลการทดลองดงันี ้
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จากตาราง 7 และภาพประกอบ 13 เมื่อพิจารณาค่า  IC50 ซึ่งเป็นค่าความเขม้ขน้ของสาร
ทดสอบที่ท าให้เซลลร์อดชีวิตรอ้ยละ  50 พบว่าเมื่อบ่มสารทดสอบเป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่า 
quercetin ไม่สามารถหาค่า IC50 ได้เนื่องจากที่  25 µg/mL เป็นความเข้มข้นสูงสุดที่ใช้ในการ
ทดสอบมีร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์ (% cell viability) มากกว่า 50 % จึงแสดงให้เห็นว่า 
quercetin เป็นสารที่ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลลท์ี่ความเขม้ขน้ดังกล่าว และเมื่อเรียงล าดับความ
เป็นพิษของสารทดสอบจากค่า IC50  โดยเรียงล าดับจากน้อยซึ่งมีความเป็นพิษสูงไปมากซึ่งมี
ความเป็นพิษต ่ า ได้ดังนี ้  สารละลายผสม  quercetin และ curcuminoids อัตราส่วน 1:3, 
ส ารละลายผสมระหว่ า ง  quercetin และ  curcuminoids อัต ราส่ วน  1:1, curcuminoids, 
สารละลายผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids อัตราส่วน 3:1, สารละลาย quercetin มี
ค่า  IC50 เท่ากับ 11.24, 12.6, 14.57, 24.78, N/A และ N/A ตามล าดับ เมื่อพิจารณาสารเดียวที่
ท า ก า รท ด ส อบพ บ ว่ า  curcuminoids มี ค่ า  IC50 น้ อ ย ก ว่ า  quercetin แส ด ง ให้ เห็ น ว่ า 
curcuminoids มีความเป็นพิษมากกว่า เมื่อพิจารณาสารผสมพบว่าการใชอ้ัตราส่วนที่มีความ
เขม้ขน้ของ curcuminoids สูงกว่าจะมีความเป็นพิษสงูเช่นเดียวกนัซึ่งเรียงล าดบัความเป็นพิษสูง
ไปต ่าไดด้ังนี ้สารละลายผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids ที่อัตราส่วน 1:3, 1:1 และ 
3:1 ตามล าดับ และเมื่อท าการทดลองเพื่อดูผลการรอดชีวิตของเซลลเ์ป็นระยะเวลา 3 วันที่เวลา 
24 ชั่วโมงหลังจากน าสารทดสอบออกและบ่มเซลลก์ับอาหารเลีย้งเซลลต่์อไปอีก 24 และ 48 
ชั่วโมง จากผลการทดสอบในตาราง 7 ภาพประกอบ 13  พบว่าปริมาณการรอดชีวิตของเซลล ์   
(% cell viability) ที่เวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง มีค่า IC50 ลดลงตามล าดับแสดงว่าสารทดสอบ
อาจมีผลต่อการรอดชีวิตของเซลลเ์มื่อเวลาผ่านไป  

เมื่อพิจารณาความเขม้ขน้ของสารทดสอบที่มีรอ้ยละการรอดชีวิตของเซลลต์ัง้แต่ 80% ที่
เวลา 24 ชั่ วโมง มี ค่าดังนี ้ quercetin ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL มี   % cell viability เท่ากับ 
84.59±2.85%  แ ต่จะ เห็ น ว่ าที่ ค วาม เข้ม ข้น  10 µg/mL มี ผลการทดลองที่ น่ าสน ใจ คือ                    
% cell viability เท่ากับ  79.49±3.02 ที่มี ค่าความคลาดเคลื่อน (SD) 3.02 ดังนั้นจึงอาจมี ค่า
เท่ ากับ  82.51 %  จึ งพิ จารณ าที่  12.5 µg/mL, สารละลายผสมระหว่ าง  quercetin และ 
curcuminoids อัตราส่วน 3:1 ที่ความเข้มข้น  10 µg/mL, curcuminoids ที่ความเข้มข้น 7.5 
µg/mL, สารละลายผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids อัตราส่วน 1:1 เขม้ขน้ 5 µg/mL
และสารละลายผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids อัตราส่วน 1:3  ที่ความเข้มข้น 5 
µg/mL โดยพบ ว่ามี ค่ า  %  cell viability เท่ ากับ  84.59±2.85, 83.04±4.69, 98 .44±2 .29 , 
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101.86±2.71 และ 88.59±4.24% ตามล าดับ ซึ่งความเขม้ขน้ที่กล่าวมาถือว่าเป็นความเขม้ขน้ที่
ไม่เป็นพิษต่อเซลล ์HDFb  
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ภาพประกอบ 13 กราฟแสดง % cell viability ของ quercetin, curcuminoids และสารผสม
ระหว่าง quercetin และ curcuminoids ที่เวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 
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4. ผลการทดสอบการเคล่ือนทีข่องเซลล ์(scratch assay)  
จากการศึกษาความสามารถในการสมานแผลโดยพิจารณาจากการเคลื่อนที่ของ

เซลล(์Scratch assay) ของ quercetin, curcuminoids และสารละลายผสมระหว่าง quercetin 
และ curcuminoids ที่อตัราส่วน 1:1, 3:1 และ 1:3 ต่อเซลล ์human  dermal  fibroblast (HDFb) 
ไดผ้ลการทดลองดงันี ้

จากตาราง 8 แสดงผลการทดสอบการเคลื่อนที่ของเซลลเ์พื่อดูประสิทธิภาพในการ
รกัษาบาดแผลจากการเคลื่อนที่มาชิดกันของรอยขีด (Scratch) บนเซลลเ์พาะเลีย้ง HDFb โดย
ค านวณหาความสามารถในการสมานแผลจากอตัราการความกวา้งที่เปลี่ยนแปลงไปในระยะเวลา
ที่ไดร้บัสารทดสอบซึ่งแสดงเป็นค่ารอ้ยละการเคลื่อนที่ของเซลล ์(% wound closure) หลงัเติมสาร
ทดสอบลงไปเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ที่ความเขม้ขน้ 7.5 µg/mL พบว่าสารละลาย quercetin มี % 
wound closure เท่ากบั 48.10±5.12 %  ซึ่งมีค่ามากที่สดุรองลงมาคือสารละลายผสม quercetin 
และ curcuminoids อัตราส่วน 3:1 มี ค่าเท่ากับ 44.70±8.15 % , สารละลายผสมระหว่าง 
quercetin และ curcuminoids อัตราส่วน 1:1 มี ค่าเท่ากับ 37.89±2.64 % , สารละลายผสม
ระห ว่ า ง  quercetin แ ล ะ  curcuminoids อั ต ราส่ วน  1:3 มี ค่ า เท่ า กั บ  31.71± 4 .1 2  % , 
curcuminoids มี ค่าเท่ากับ 21.37±5.44 %  พิจารณาจากข้อมูลดังกล่าวเมื่ อน า % wound 
closure ของสารทดสอบมาพิจารณาร่วมกับ control (DMSO 1.25% v/v) จะเห็นได้ชัดว่าสาร
ทดสอบที่มีส่วนช่วยในการเคลื่อนที่ของเซลล์ HDFb คือ quercetin, สารละลายผสมระหว่าง 
quercetin และ  curcuminoids อัต ราส่ วน  3:1, สารละลายผสมระหว่ าง  quercetin และ 
curcuminoids อตัราส่วน 1:1 ตามล าดับ ซึ่งพบว่าสารผสมที่มีอตัราส่วนของ quercetin สงูกว่ามี
สว่นช่วยในการเคลื่อนที่ของเซลลไ์ดม้ากกว่า   

เมื่อพิจารณาผลการทดสอบ Scratch assay  ร่วมกบั MTT assay พบว่าทัง้สองการ
ทดสอบมีผลไปในทิศทางเดียวกันเนื่องจาก  curcuminoids มีความเป็นพิษต่อเซลล์มากกว่า 
quercetin ดังนัน้การใช ้quercetin ที่ความเขม้ขน้ 7.5 µg/mL จึงมีส่วนช่วยใหเ้ซลลเ์คลื่อนที่เขา้
หากนัไดม้ากกว่าสารทดสอบอ่ืน ๆ ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p≤0.05) 
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ตาราง 8 แสดงผลการทดสอบการเคลื่อนที่ของเซลลท์ี่เวลา 0 และ 24 ชั่วโมง โดยแสดงเป็นค่ารอ้ย
ละการเคลื่อนที่ของเซลล ์(% wound closure) 
 

sample Conc. 
(µg/mL) 

% wound closure 24 hr. 
Avg.±SD 

quercetin 7.5 48.10±5.12 
curcuminoids 7.5 21.37±5.44 
Q:C (1:1) 7.5 37.89±2.64 
Q:C (3:1) 7.5 44.70±8.15 
Q:C (1:3) 7.5 31.71±4.12 
control (DMSO) 1.25% 34.84±2.29 

 

5. ผลการทดลองเพ่ือพัฒนาและตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะหด์้วย HPLC-UV 
method 

จากการศึกษาวิจัย เพื่ อทดสอบฤทธิ์ของสารละลายผสมผสม  quercetin และ 
curcuminoids จึงไดท้ าการพัฒนาวิธีวิเคราะหท์ี่เหมาะสมเมื่อน าสารผสมดงักล่าวมาพัฒนาเป็น
ต ารบันาโนเจลระบบโซลิดลิพิดนาโนพารติ์เคิลดว้ยเทคนิค HPLC-UV จากการน าวัตถุดิบที่ เป็น
ส่วนประกอบมาผสมกันเพื่อหาวิธีการที่เหมาะสมในการตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะห์
ไดผ้ลการทดลองดงันี ้

5.1 การทดลองเพ่ือหาความยาวคล่ืนที่เหมาะสมในการวิเคราะหด์้วยเคร่ือง UV 
– Vis spectrophotometer   

จากการทดลองเพื่อหาความยาวคลื่นที่เหมาะสมในการวิเคราะหพ์บว่าเมื่อน า 
quercetin, curcuminoids และ SLN base ไปวิเคราะห์เพื่อหาความยาวคลื่นที่ เหมาะสมด้วย
เครื่อง UV – Vis spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 800-200 nm จากผลการวิเคราะหพ์บว่า 
quercetin, curcuminoids และ SLN base ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 370, 423 และ 232 nm
ตามล าดับและพบว่าความยาวคลื่นที่มีความเหมาะสมที่จะน าไปวิเคราะหด์ว้ยเครื่อง HPLC-UV 
method คือ 390 nm เพราะเป็นจุดที่ความยาวคลื่นของ  quercetin และ curcuminoids มา
ซอ้นทับกนัพอดีและไม่มีการรบกวนจากความยาวคลื่นของ SLN base ดังแสดงในภาพประกอบ 
10 
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ภาพประกอบ 14 แสดง UV spectrum ของ quercetin, curcuminoids  และ SLN base 

 

5.2 วิเคราะห ์HPLC-UV method 
System Suitability Test (SST) 

จากการทดสอบความสามารถในการแยกของ HPLC ในการวิเคราะห์สารผสม 
quercetin, curcuminoids และ SLN base ที่ความยาวคลื่น 390 nm โดยใช ้HPLC-UV method  
เพื่อพิสจูนว์่าระบบโครมาโทกราฟ่ีที่ใชม้ีความสามารถในการแยก (resolution) และการวิเคราะห์
ให้ผลเหมือนเดิมทุกครัง้ (reproducibility) โดยฉีดตัวอย่างสารผสมที่ความเข้มข้น 20 µg/mL  
พบว่า retention time ของ quercetin มีค่าเท่ากับ  2.54 นาที และ curcuminoids มีพีคเกิดขึน้ 3 
พีคที่ประกอบดว้ย BDMC, DMC และ curcumin โดยมี retention time  ดังนี ้11.77, 13.58 และ 
15.61 นาที ตามล าดับจากผลดังกล่าวใช้ retention time น้อยลงเมื่อเทียบกับสภาวะที่อ้างอิง 
(Lee, Mun, Yvonne, Peh, & Yusrida, 2014)ที่มี  retention times ของ quercetin มีค่าเท่ากับ 
3.97 นาที , curcuminoids  ที่ ป ระกอบด้วย  BDMC, DMC และ  curcumin มี retention time 
เท่ากับ 13.84, 15.23 และ 16.72 นาที ตามล าดับอาจเนื่องมาจากการวิจัยครั้งนี ้ใช้ mobile 
phases ที่แตกต่างกันและคอลมันท์ี่สัน้กว่าจึงท าใหม้ี retention time ที่นอ้ยกว่าและลกัษณะพีค
ของสารทดสอบสามารถแยกจากกันชัดเจนและมีลักษณะ shape ดังแสดงในภาพประกอบ 15 
แสดงใหเ้ห็นว่าเป็นระบบที่มีความเหมาะสมในการวิเคราะห ์

quercetin 
curcuminoids  
SLN base 
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เมื่อพิจารณาโครงสรา้งของ quercetin และ curcuminoids (ประกอบดว้ย BDMC, 
DMC, curcumin) ตามภาพประกอบ 16 ที่ใชร้ะบบโครมาโทกราฟีแบบผนักลบั (reversed phase 
chromatography) และเลือกใช้ mobile phases คือ  acetonitrile : 0.1 %  phosphoric acid      
(40 : 60 % v/v) แบบ  isocratic elution ที่ เป็นการใช้สัดส่วน mobile phase คงที่ตลอดการ
วิเคราะหม์ี pH ประมาณ 2.8-3 ซึ่งมีความเป็นกรดและเหมาะสมส าหรบัการวิเคราะห์สารตวัอย่าง 
quercetin และ curcuminoids เนื่องจากเป็นสภาวะที่มีความเหมาะสมและไม่ท าใหโ้ครงสรา้งของ
สารเกิดการแตกตวั เมื่อพิจารณาค่า retention time พบว่า quercetin เป็นสารที่มีความมีขัว้สงูจึง
มี retention time สั้นในทางตรงกันข้าม  curcuminoids มีความมีขั้วต ่าจึงมี  retention time ที่
ยาวนานกว่า 
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ภาพประกอบ 15 แสดงโครมาโทแกรมของ  SLN base (A), quercetin (B), curcuminoids (C) 

และสารผสม quercetin และ curcuminoids ใน SLN base (D) 
 

(A) 

(B) 

(D) 

(C) 



  57 

 

O

OOH

OH

OH

OH

HO

O O

HO OH

O

O O

HO OH

O O

DMC
Quercetin

BDMC Curcumin

OO

HO OH
 

 
ภาพประกอบ 16 โครงสรา้งทางเคมีของ quercetin และ curcuminoids (ประกอบดว้ย BDMC, 

DMC, curcumin) 
  

ที่มา: (modified from (Lee et al., 2014)) 
 

เมื่อพิจารณาค่า system suitability test (SST) ตามขอ้ก าหนด  ICH guideline, 2005 
ในตาราง 9 เปรียบเทียบกบัผลการทดลองในตาราง 10 จะเห็นว่า quercetin และ curcuminoids 
มีพืน้ที่พีค (peak area) ที่มี % RSD ค่าเท่ากับ 0.80 และ 0.58% ตามล าดับ และเวลาของสาร        
(t R, retention time)  มี% RSD เท่ากับ 0.13 และ 0.15% ตามล าดบั ที่ n = 6 ซึ่งมีค่านอ้ยกว่า  2  
ส่วน theoretical plate number ของ quercetin และ curcuminoids มีค่าเท่ากับ 4273.33 และ 
7443.667 ตามล าดบัซึ่งมากกว่า 1000 ค่า  resolution  มีค่าเท่ากบั 5.03 และ 2.97 เมื่อเทียบกับ
เกณฑ์มาตรฐานมี ค่ามากกว่า 1.5 และค่า peak symmetry มี ค่าเท่ ากับ  1.23 และ 1.16 
ตามล าดบัซึ่งนอ้ยกว่า 2 ดงันัน้จึงสรุปไดว้่าสภาวะที่ใชใ้นการวิเคราะหด์ว้ย HPLC-UV method  มี
ความสามารถในการแยกที่ดีพีคแยกออกจากกันชัดเจนและมีลักษณะ peak sharp และการ
วิเคราะหม์ีความเหมาะสมเป็นไปตามขอ้ก าหนด ICH guideline, 2005   
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ตาราง 9  แสดงเกณฑม์าตรฐาน ICH guideline 2005 ของ System Suitability Test (SST)  
(ICH Harmonised tripartite guideline, 2005) (Ravisankar et al., 2015) 
 

Parameters Standard specification 

N (Number of theoretical plates) > 2000 

R (resolution) > 1.5 

% RSD (Relative standard deviation) < 2% (n =6)  

Peak symmetry < 2 

  

 
ตาราง 10 แสดงค่า Retention time, Peak area, Theoretical plate number, resolution, 
%RSD, Peak symmetry ของ quercetin และ curcuminoids (ประกอบไปดว้ย BDMC, DMC 
และ curcumin) 
 

quercetin  
ครัง้ที่ retention 

time 
peak area theoretical plate 

number 
resolution peak 

symmetry 

x ̅ 2.59 750.35 4273.33 5.03 1.23 

SD 0.00 5.99 11.36 0.05 0.02 
%RSD 0.13 0.80 

   

BDMC 
ครัง้ที่ retention 

time 
peak area Theoretical plate 

number 
resolution Peak 

symmetry 

x ̅ 11.77 36.56 6422.67 8.35 1.27 

SD 0.01 0.33 72.09 0.14 0.02 
%RSD 0.12 0.91 
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ตาราง 10 (ต่อ) 
 

DMC 
ครัง้ที่ retention 

time 
peak area Theoretical plate 

number 
resolution Peak 

symmetry 

x ̅ 13.57 217.73 7085.83 2.94 1.18 

SD 0.02 1.91 104.08 0.03 0.01 
%RSD 0.12 0.88 

   

curcumin  
ครัง้ที่ retention 

time 
peak area Theoretical plate 

number 
resolution Peak 

symmetry 

x ̅ 15.60 885.72 7443.67 2.97 1.16 

SD 0.02 5.13 63.12 0.02 0.00 
%RSD 0.15 0.58 

   

 

การทดสอบความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห ์(Linear calibration curves) 
จากการวิเคราะหค์วามสมัพันธ์เชิงเสน้ของสารผสม quercetin และ curcuminoids 

และ SLN base ที่ความเขม้ขน้ 2, 4, 8, 12, 16 และ 20 µg/mL  ท าการฉีดซ า้จ านวน 3 วัน  แลว้
น ามาสรา้งกราฟสมการเสน้ตรงเพื่อหาค่า R2 โดยไดค่้า R2 ของ quercetin ในวนัที่ 1, 2, 3 เท่ากับ 
0.9962 curcuminoids ในวันที่  1, 2, 3 ที่ประกอบไปด้วย BDMC, DMC และ curcumin มีค่า
เท่ากบั 0.9969, 0.9987, และ 0.9991 ตามล าดับดังแสดงในตาราง 11 สมการเสน้ตรงมีค่า R2 มี
ไม่ต ่ากว่า 0.9950 ซึ่งแสดงใหเ้ห็นถึงความเป็นเสน้ตรงที่ดี 
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ขีดจ ากัดการตรวจพบ (Limits of detection, LOD) และขีดจ ากัดการหาปริมาณ 
(Limits of quantification, LOQ) 

ประเมินความไวของวิธีการทดสอบโดยพิจารณาจากค่าความเข้มข้นต ่าสุดที่
วิเคราะหไ์ดใ้นตัวอย่างสารผสม (LOD) กับค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดที่วิเคราะหไ์ดใ้นตัวอย่างโดยมี
ความแม่นย าและความเที่ยงตามที่ก าหนด  (LOQ) จากการทดลองเมื่อพิจารณาจากสมการ
เสน้ตรงทัง้ 3 วนัของ quercetin และ curcuminoids ใน solid lipid nanoparticles (SLN) ผลที่ได้
แ ส ด งใน ต า ราง  12  ซึ่ งพ บ ว่ ามี ค่ า   LOD  ขอ ง  quercetin เท่ า กั บ  0.162 µg/mL แล ะ 
curcuminoids ที่ประกอบไปดว้ย BDMC, DMC และ curcumin มีค่าเท่ากับ 0.021, 0.172 และ 
0.464 µg/mL ตามล าดับ ส่วนค่า LOQ ของ quercetin มีค่าเท่ากับ 0.490 และ curcuminoids 
ประกอบไปด้วย BDMC, DMC และ curcumin มีค่าเท่ากับ 0.064, 0.522 และ 1.406 µg/mL 
ตามล าดบั แสดงใหเ้ห็นว่าวิธีการนีม้ีความเหมาะสม 

 
ตาราง 12 แสดงค่า LOD, LOQ ของสารสารผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids 
(ประกอบไปดว้ย BDMC, DMC และ curcumin) 
 

 
ทดสอบความแม่นของระบบ (Accuracy) และความเทีย่งตรง (Precision) 

ความถูกตอ้งของระบบ (Accuracy) หรือการทดสอบความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะห์
จากผลที่ไดแ้สดงในตาราง 13 พบว่ามีค่า % recovery ของ quercetin ในวันเดียวกัน(intra day) 
ที่ ความเข้มข้น  4 ,12 และ  20 µg/mL วันที่  1 มี ค่าเท่ ากับ  102.47, 91.97 และ 101.96  % 
ตามล าดับ วันที่  2 มีค่าเท่ากับ 102.96, 92.98 และ 104.12% ตามล าดับ วันที่  3 มีค่าเท่ากับ 
99.42, 94.62 และ 110.02 % ตามล าดับ  และ curcuminoids ที่ความเข้มข้น  4 ,12 และ  20 

sample LOD 
(µg/mL) 

LOQ 
(µg/mL) 

quercetin  0.162 0.490 
curcuminoids   
BDMC 0.021 0.064 
DMC 0.172 0.522 
curcumin 0.464 1.406 
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µg/mL มีค่า % recovery วันที่  1 มีค่าระหว่าง 91.97-102.47% วันที่  2 มีค่าระหว่าง  92.98-
105.86 % ตามล าดับ วันที่ 3 มีค่าเท่ากับ 93.73-110.02 % ตามล าดับ ซึ่งอยู่ในช่วง 85-110 % 
ซึ่งถือว่าระบบที่ใชม้ีความถกูตอ้ง 

ความแม่นย า (Precision)  เมื่อพิจารณาจาก quercetin ความเขม้ขน้ 4,12 และ 20 
µg/mL ในวนัเดียวกนั (intra-day) %RSD วนัที่ 1 มีค่าระหว่าง 0.02–0.42 % วนัที่ 2 มีค่าระหว่าง 
0.03–0.51 % วันที่  3 มี ค่าระหว่าง 0.41–4.88 % เมื่ อพิจารณาระหว่างวัน  (inter-day) มีค่า 
%RSD ระหว่าง 1.28-3.62 % curcuminoids ที่ความเขม้ขน้เดียวกนัผลการทดลองในวนัเดียวกนั 
(intra-day) วันที่  1 มีค่าระหว่าง 0.1–1.85 % วันที่  2 มีค่าระหว่าง 0.03–0.58 % วันที่  3 มีค่า
ระหว่าง 0.95–4.09 % เมื่อพิจารณาระหว่างวนั (inter-day) มีค่า %RSD ระหว่าง 1.07-6.87% ซึ่ง
ยงัไม่เกินเกณฑม์าตรฐานคือ 8% จึงถือว่ามีความแม่นย าของการวิเคราะห ์

จากผลการทดลองเพื่ อทดสอบฤทธิ์ของสารผสมระหว่าง  quercetin และ 
curcuminoids พบว่าการใชส้ารผสมจะใหป้ระสิทธิภาพคลอบคลุมฤทธิ์ตา้นเชือ้แบคทีเรีย ฤทธิ์

ตา้นอนุมลูอิสระ ฤทธิ์สมานแผล ซึ่งสามารถน ามาพัฒนาเป็นผลิตภัณฑส์ารผสมเป็นต ารบันาโน
เจลระบบโซลิดลิพิดนาโนพารติ์เคิลเพื่อใชร้กัษาบาดแผลการพฒันาวิธีวิเคราะหท์ี่เหมาะสมเพื่อใช้
วิเคราะห์สารผสมในต ารบันาโนเจลที่คาดว่าจะพัฒนาขึน้ในอนาคตในงานวิจัยนีไ้ด้พัฒนาวิธี
วิเคราะห์โดยน าสาร quercetin, curcuminoids และ SLN base มาผสมกันโดยยังไม่ได้มีการ
เตรียมเป็นต ารบัแล้วท าการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC-UV method จากผลการทดลอง
พบว่าเป็นวิธีที่มีความเหมาะสมส าหรบัการวิเคาระห ์quercetin และ curcuminoids ในสตูร SLN 
โดยใชค้วามยาวคลื่นที่ 390 นาโนเมตรสารทัง้สองชนิดสามารถแยกจากกนัไดอ้ย่างชดัเจนและไม่
มีการรบกวนจาก SLN base จึงบอกไดว้่าวิธีที่ใชใ้นการวิเคราะห์มีความสามารถในการแยกไดดี้
ตามหลักเกณฑ์ ICH guideline 2005 มีความถูกต้องของระบบและความแม่นย าของวิธีการ
วิเคราะหส์อดคลอ้งกับ AOAC guideline 2002 จึงถือว่าเป็นวิธีการที่เหมาะสมในการตรวจสอบ
ความถูกต้องของวิธีวิ เคราะห์สารผสมของ quercetin และ curcuminoids เมื่อพัฒนาเป็น
ผลิตภณัฑใ์นรูปของ SLN 
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บทที ่5 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 
สรุปผลการวิจัย 

จากการศึกษาวิจยัพฒันาต ารบัสารผสมเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการรกัษาบาดแผล 
โดยศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีสัมพันธ์กับการสมานแผล ไดแ้ก่ ฤทธิ์ตา้นเชือ้แบคทีเรีย ฤทธิ์ตา้น
อนุมูล อิสระ  ฤท ธิ์สมานแผล  และความ เป็นพิษของสารผสมระหว่าง  quercetin และ 
curcuminoids เพื่อใช้ก าหนดความเข้มข้นของสารผสมในต ารับ รวมไปถึงการพัฒนาและ
ตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะหไ์ปใชใ้นการควบคมุคณุภาพผลิตภณัฑท์ี่มีสารละลายผสม
ระหว่าง quercetin และ curcuminoids เป็นองคป์ระกอบ  

จากผลการศึกษาฤทธิ์ตา้นเชือ้แบคทีเรียของ quercetin และ curcuminoids พบว่า
สารเดียวที่ความเข้มข้น  250 µg/mL ไม่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย S. aureus DMST 8013 และ         
P. aeruginosa DMST 15501 แต่เมื่อท าการทดสอบสารละลายผสมระหว่าง  quercetin และ 
curcuminoids ที่อัตราส่วน 1:1, 3:1 และ 1:3 ที่ ความเข้มข้น 250 µg/mL พบว่ามีฤทธิ์ต้าน
แบคทีเรีย S. aureus DMST 8013 และ P. aeruginosa DMST 15501 ที่อัตราส่วน 1:1 และ 3:1 
มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียทั้งสองสายพันธ์ได้ดีใกล้เคียงกันและไม่มีความแตกต่างกัน(p>0.05) ที่
อัตราส่วน 1:3 มีฤทธิ์ตา้นแบคทีเรียไดน้้อยที่สุดซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
จากผลดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นว่าการใชส้ารผสมช่วยเสรมิฤทธิ์กนัจึงมีฤทธิ์ตา้นแบคทีเรียทัง้สองสาย
พันธ์ที่ท าใหแ้ผลเกิดการอักเสบในขณะที่สารเด่ียวไม่มี จากการศึกษางานวิจัยก่อนหน้านีพ้บว่า  
curcumin น าไปผสมในยาปฏิชีวนะ tetracycline เพื่อทดสอบฤทธิ์ต้านเชือ้ S. aureus ในหนู
ทดลองพบว่าการใช ้curcumin ร่วมกับยาปฏิชีวนะท าใหเ้สริมฤทธิ์กนัและตา้นแบคทีเรียดังกล่าว
ได้ดีและสามรถลดปริมาณการใช้ยาได้ (Sukandar, Kurniati, Puspatriani, & Hanung, 2017) 
และเมื่อพิจารณาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระดีพีพีเอช (DPPH•) และเอบีทีเอส (ABTS•+) พบว่าผล
เป็นไปในทิศทางเดียวกนัคือสารเดี่ยว quercetin เป็นสารที่มีความสามารถในการตา้นอนุมลูอิสระ
ไดดี้กว่า curcuminoids เมื่อเปรียบเทียบ quercetin และ curcuminoids กบัสารมาตรฐาน trolox 
พบว่ามีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่าสารมาตรฐานซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p≤0.05) เมื่อพิจารณาที่สารผสมอัตราส่วนที่มี quercetin มากกว่าหรือเท่ากับจะมีฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระไดดี้กว่าดังนั้นพบว่าสารผสมที่อัตราส่วน 1:1 และ 3:1 เป็นอัตราส่วนที่ดีในการตา้น
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อนมุลูอิสระ  และเมื่อพิจารณาฤทธิ์สมานแผล และความเป็นพิษท่ีเวลา 24 ชั่วโมง โดยการทดสอบ
ความเป็นพิษจะพิจารณาความเขม้ขน้ที่มี % cell viability 80% ขึน้ไปจึงถือว่าสารทดสอบไม่เป็น
พิษต่อเซลล ์HDFb ซึ่งพบว่า quercetin ที่ความเขม้ขน้ 12.5 µg/mL และ curcuminoids เขม้ขน้ 
7.5 µg/mL เป็นความเข้มข้นที่มี % cell viability มากกว่า 80% แสดงให้เห็นว่า quercetin มี
ความเป็นพิษต่อเซลลน์อ้ยกว่า curcuminoids โดยที่ curcuminoids ควรใชค้วามเขม้ขน้ที่ไม่เกิน 
7.5 µg/mL จึงจะมีความเหมาะสมและไม่เป็นพิษต่อเซลล ์ ส่วนสารผสมเมื่อเรียงความเป็นพิษต่อ
เซลล์จากน้อยไปมากได้ผลดังนี ้ สารละลายผสมระหว่าง  quercetin และ curcuminoids 
อตัราส่วน 3:1, 1:1 และ 1:3 ตามล าดับ เมื่อพิจารณาผลการทดสอบการเคลื่อนที่ของเซลลเ์พื่อดู
ประสิทธิภาพในการรกัษาบาดแผลที่ความเข้มขน้ 7.5  µg/mL พบว่า quercetin มีส่วนช่วยให้
เซลลเ์ชื่อมติดกนัไดม้ากที่สดุรองลงมาคือสารละลายผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids 
อัตราส่วน 3:1 และถือว่าไม่แตกต่างกัน(p>0.05)  จึงเป็นสารที่มีความเหมาะสมที่จะใชใ้นการ
รกัษาบาดแผล จะเห็นว่าทัง้การทดลองฤทธิ์สมานแผล และความเป็นพิษเป็นไปในทิศทางเดียวกนั
คือ  quercetin มีความเป็นพิษน้อยและมีการเคลื่อนที่ เชื่อมติดกันของเซลลไ์ด้ดี และสารผสม
ระหว่าง quercetin และ curcuminoids ที่อตัราสว่น 3:1 เป็นอตัราสว่นที่มีความน่าสนใจเนื่องจาก
มีความเป็นพิษนอ้ยและมีการเคลื่อนที่ของเซลลไ์ดดี้  

จากผลท่ีกล่าวมาทั้ง ฤทธิ์ตา้นเชือ้แบคทีเรีย ฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระ ฤทธิ์สมานแผล 
และความเป็นพิษพบว่าการใชส้ารผสม  quercetin และ curcuminoids ครอบคลุมทุกฤทธิ์การ
ทดสอบที่กล่าวมาซึ่งถือว่าให้ผลดีในการรักษาบาดแผลในขณะที่การใช้สารเดียวไม่มีฤทธิ์

ครอบคลมุทุกการทดลองขา้งตน้เนื่องจากไม่มีฤทธิ์ตา้นเชือ้แบคทีเรีย และเมื่อพิจารณาอตัราสว่นที่
เหมาะสมในการใช้สารผสมควรใช้อัตราส่วนสารละลายผสมระหว่าง  quercetin และ 
curcuminoids ที่ 3:1 เนื่องจากถือว่าเป็นอัตราส่วนที่มีความสามารถในการต้านเชือ้แบคทีเรีย 
ฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระ ฤทธิ์สมานแผลไดดี้ และมีความเป็นพิษที่ต  ่าซึ่งเป็นอตัราส่วนที่มี quercetin 
สงูกว่า curcuminoids  เมื่อท าการพฒันาและตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะหเ์พื่อทดสอบ
ความสามารถในการแยก (SST) ด้วยวิ ธีวิ เคราะห์ HPLC-UV method วิ เคราะห์ตัวอย่าง
สารละลายผสมระหว่าง  quercetin และ curcuminoids ใน SLN base สภาวะที่ใช้คือใช้เฟส
เคลื่ อนที่  (mobile phase) เป็น  acetonitrile : 0.1 % phosphoric acid (40 : 60 % v/v) แบบ
สัดส่วนคงที่ตลอดการวิเคราะห์ ( isocratic elution) ใช้คอลัมน์ ACE 5 C18-AR (150 mm × 
4.6mm ID. : 5 mm)  โดยใชอ้ัตราการไหลที่ 1.3  mL/minutes ที่อุณหภูมิ 35°C  และตรวจสอบ
สญัญาณที่ความยาวคลื่น 390 nm ฉีดสารทดสอบ 20 µl  ระยะเวลาในการฉีดแต่ละเข็มเท่ากับ 
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20 นาที  พบว่าเป็นระบบที่มีความสามารถเหมาะสมในการแยกตามขอ้ก าหนด ICH guideline 
2005 และพบว่าใช้ระยะเวลาในการแยกสารน้อยกว่าสภาวะอ้างอิงที่น ามาปรับใช้และเมื่อ
พิจารณาความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะห์ (Analytical methodology validation) จากการทดสอบ
ความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์, LOD, LOQ, Accuracy และ Precision ของวิธีวิเคราะห์
พบว่าเป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐานตาม ICH guideline 2005 และ AOAC guideline 2002 จึง
สามารถสรุปไดว้่าเป็นวิธีที่มีความเหมาะสมในการวิเคราะหแ์ละสามารถน าไปต่อยอดในงานตรวจ
วิเคราะหแ์ละควบคุมคุณภาพสารผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids เมื่อพัฒนาเป็น
ผลิตภณัฑใ์นรูปของ SLN โดยการใชร้ะบบวิเคราะหเ์ดียวกนั 

 
ข้อเสนอแนะ 

การศึกษาวิจัยนี ้มีประโยชน์ต่อการน าสารสกัด quercetin และ curcuminoids มา
พัฒนาเป็นต ารับที่มีประสิทธิภาพครอบคลุมการรักษาบาดแผลได้ทั้ง  3 ระยะแต่อาจต้องมี
การศกึษาเพิ่มเติมเพื่อพฒันาระบบน าส่งท่ีมีฤทธิ์ครอบคลมุกระบวนการรกัษาบาดแผลทัง้ 3 ระยะ
และไม่เป็นพิษต่อเซลล ์HDFb และอาจตอ้งท าการวิจัยศึกษาเพิ่มเติมเพื่อทดสอบประสิทธิภาพ
และความปลอดภยัในมนษุย ์
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ภาพประกอบ 1 แสดงฤทธิ์ตา้นแบคทีเรีย S. aureus DMST 8013 และ                                     
P. aeruginosa DMST 15501 สารเดี่ยว 

 A = ฤทธิ์ตา้นแบคทีเรีย S. aureus ของ quercetin 
B = ฤทธิ์ตา้นแบคทีเรีย P. aeruginosa ของ quercetin 
C = ฤทธิ์ตา้นแบคทีเรีย S. aureus ของ curcuminoids 
D = ฤทธิ์ตา้นแบคทีเรีย P. aeruginosa ของ curcuminoids 
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ภาพประกอบ 2 แสดง ฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย S. aureus DMST 8013 และ                                     
P. aeruginosa DMST 15501 ของสารผสม 
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A = ฤทธิ์ตา้นแบคทีเรีย S. aureus ของ quercetin:curcuminoids ที่อตัราส่วน 1:1 
B = ฤทธิ์ตา้นแบคทีเรีย P. aeruginosa ของ quercetin:curcuminoids ที่อตัราส่วน 1:1 
C = ฤทธิ์ตา้นแบคทีเรีย S. aureus ของ quercetin:curcuminoids ที่อตัราส่วน 3:1 
D = ฤทธิ์ตา้นแบคทีเรีย P. aeruginosa ของ quercetin:curcuminoids ที่อตัราส่วน 3:1  
E = ฤทธิ์ตา้นแบคทีเรีย S. aureus ของ quercetin:curcuminoids ที่อตัราส่วน 1:3 
F = ฤทธิ์ตา้นแบคทีเรีย P. aeruginosa ของ quercetin:curcuminoids ที่อตัราส่วน 1:3 
 
ตาราง 1 แสดงค่า %inhibition, IC50 และค่า TEAC ของ quercetin, curcuminoids, trolox และ
สารผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids ที่อตัราสว่น 1:1, 3:1 และ 1:3 ดว้ยวิธีดีพีพีเอช 
(DPPH•) 
 

sample Conc. (µg/mL) % inhibition±SD IC50 (µg/mL) TEAC 
quercetin 1.500 14.69±5.78 

 
8.90  
 

1.39 
3.125 26.38±6.83 
6.250 39.04±1.07 
12.500 60.38±4.17 
25.00 82.73±8.19 

curcuminoids 3.125 10.22±0.72 

 
25.26 
 

0.49 
6.250 18.63±1.48 
12.500 32.97±3.63 
25.000 47.35±2.31 
50.000 67.75±6.82 

trolox 1.500 7.048±6.4 

 
12.39 
 

- 
3.125 13.84±5.54 
6.250 20.57±6.24 
12.500 50.18±3.85 
25.000 80.43±2.00 
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ตาราง 1 (ต่อ) 
 

    

Q:C (1:1) 3.125 10.67±1.81  
 
 
17.87 
 
 

 
 
 
0.69 
  
   

6.250 21.41±2.82 
12.500 39.19±5.43 
25.000 66.72±4.09 
30.000 72.52±2.39 
50.000 93.65±0.66 

Q:C (3:1) 3.125 12.80±4.00 

 
 
18.96 
 

 
 
 
0.65 
  
  

6.250 23.35±1.50 
12.500 41.15±3.34 
25.000 62.89±1.77 
30.000 68.67±3.12 
50.000 90.24±3.61 

Q:C (1:3) 3.125 9.01±5.03 

 
 
27.14 
 
  

 
 
 
0.46 
  
  

6.250 15.35±3.96 
12.500 27.86±4.88 
25.000 50.64±3.17 
30.000 54.87±6.10 
50.000 78.85±4.96 
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ภาพประกอบ 3 แสดงสมการเส้นตรงของ quercetin , curcuminoids และ trolox                    

ด้วยวิธีดีพีพีเอช (DPPH•) 
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ภาพประกอบ 4 แสดงสมการเส้นตรงของสารผสม quercetin และ curcuminoids ที่อัตราส่วน 1:1, 
3:1 และ 1:3 ด้วยวิธีดีพีพีเอช (DPPH•) 
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ตาราง 2 แสดงค่า %inhibition, IC50 และค่า TEAC ของ quercetin, curcuminoids, trolox และ
สารผสม quercetin และ curcuminoids ที่อตัราสว่น 1:1, 3:1 และ 1:3 ดว้ยวิธีเอบีทีเอส 
(ABTS•+) 
 

sample Conc. (µg/mL) % inhibition±SD IC50 (µg/mL) TEAC 

quercetin 0.313 14.49±4.68  
 
1.979 
 

 
1.90 
  

0.625 21.60±4.89 
1.250 34.32±7.33 
2.500 56.52±3.51 
5.000 84.50±6.95 

curcuminoids 1.250 29.97±2.92  
 
3.13 
 
 

 
 
1.20 
  
  

2.500 43.24±3.94 
5.000 64.29±3.62 
10.000 89.70±5.20 
15.000 91.09±2.63 

trolox 1.250 19.02±4.21  
 
3.75 
 
  

 
 
- 

2.500 31.88±2.52 
5.000 60.35±2.72 
10.000 100.07±0.58 
15.000 101.43±3.63 

Q:C (1:1) 0.625 13.19±2.43  
 
 
4.40 
 
  

 
 
 
0.85 
  
  

1.250 22.58±2.65 
2.500 35.10±3.30 
5.000 56.42±3.87 
6.000 62.01±7.21 
10.00 81.23±5.90 
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ตาราง 2 (ต่อ) 
 

    

Q:C (3:1) 0.625 16.58±1.85  
 
 
3.68 
 
  

 
 
 
1.02 
  
  

1.250 23.20±2.09 
2.500 39.56±3.71 
5.000 62.07±7.34 
6.000 75.30±4.15 
10.00 94.08±4.53 

Q:C (1:3) 0.625 11.67±2.27  
 
 
5.22 
 
  

 
 
 
0.72 
  
  

1.250 18.27±1.62 
2.500 25.27±3.05 
5.000 47.07±0.44 
6.000 57.93±4.11 
10.000 75.50±6.61 
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ภาพประกอบ 5 แสดงสมการเส้นตรงของ  quercetin , curcuminoids และ trolox                   
ดว้ยวิธีเอบีทีเอส (ABTS•+) 
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ภาพประกอบ 6 แสดงสมการเส้นตรงของสารผสมระหว่าง quercetin และ curcuminoids ที่

อัตราส่วน 1:1, 3:1และ 1:3 ด้วยวิธีเอบีทีเอส (ABTS•+) 
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ตาราง 3 แสดงภาพการทดสอบการเคลื่อนที่ของเซลลท์ี่เวลา 0 และ 24 ชั่วโมง 
 

sample Conc. 
(µg/mL) 

Day 0 Day 1 

quercetin  
 
 

7.5   
 
 
 

curcumioids  7.5 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

Q:C (1.1) 7.5   
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ตาราง 3 (ต่อ) 
 

  

sample Conc. 
(µg/ml) 

Day 0 Day 1 

Q:C (3.1) 7.5   

Q:C (1.3) 7.5   

Control 
(DMSO) 

1.25%   

 



 

ประวัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ช่ือ-สกุล อมรรตัน ์ แม่นไธสง 
วัน เดือน ปี เกิด 26 สิงหาคม 2533 
สถานทีเ่กิด มหาสารคาม 
วุฒิการศึกษา พ.ศ. 2556  

การแพทยแ์ผนไทยประยกุตบ์ณัฑิต สาขาวิชาการแพทยแ์ผนไทยประยกุต ์จาก 
มหาวิทยาลยัราชภฏัสวนสนุนัทา   
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